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ACPA: Anti-Citrullinált Peptid ellenes Antitestek 
ADCC: ellenanyagtól függő sejtes citotoxicitás (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity) 
BSA: Borjú Szérum Albumin 
CD: membránfehérjék (Cluster of Differentiation) 
CDR: komplementaritást meghatározó régió (Complementarity-Determining Region) 
CRP: C-reaktív protein 
CTRL: kontroll (ConTRoL) 
CV%: variációs koefficiens (Coefficient of Variation) 
DAB: 3,3′-DiAminoBenzidin 
DAG: DiAcilGlicerol 
dsDNS: duplaszálú DezoxiriboNukleinSav 
EDTA: etilén-diamin-tetraacetát sav (EthyleneDiamineTetraacetic Acid) 
Ex.: Extracelluláris tér 
Fab: antigénkötő fragmens (Fragment antigen binding) 
FACS: fluoreszcencia aktivált sejtválogatás és analízis (Fluorescence Activated Cell Sorting) 
FBS: Foetalis Borjú Szérum 
Fc: kristályosodó fragmens (Fragment crystallizable) 
FcR: Fc-Receptor 
fMLP: N-formil-metionin-leucil-fenilalanin (N-FormylMethionine-Leucyl-Phenylalanine) 
FYN: Fyn kináz 
GFP: zöld fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein) 
G(M)-CSF: granulocita-(makrofág) kolónia stimuláló faktor (Granulocyte-(Macrophage) 
Colony-Stimulating Factor) 
CRP: C Reaktív Protein 
h: óra (hour) 
HCP2: Hiszton 4-es molekulából származó Citrullinált Peptid 2 
HCS: High Content Screening mikroszkópia 




In: Intracelluláris tér 
IP3: Inozitol trifoszfát (Inositol trisPhosphate) 
ITAM: Immunreceptor Tirozin-alapuló Aktivációs Motívum 
ITIM: Immunreceptor Tirozin-alapuló Inhibíciós Motívum 
KA: asszociációs állandó (Konstans Asszociációs)  
kV: kilo Volt 
LPS: LipoPoliSzacharid 
Lyn: Lyn kináz 
MALDI-MS: Mátrix-asszisztált lézer deszorpciós ionizáció-tömegspektrometria (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization-Mass Spectrometry) 
MAPK: Mitogén-Aktivált ProteinKináz 
MBL: mannózt kötő lektin (Mannose Binding Lectin) 
MFI: átlagos fluoreszcencia (Mean Fluorescence Intensity) 
MPO: MieloPerOxidáz 
MQ: Milli-Q víz 
F: mikroFarad 
NaCl: nátrium klorid (Natrium Chlorid) 
NF-κB: Nukleáris Faktor-kappa B 
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PAD: Protein Arginin Deimináz 
PBS: foszfát pufferes sóoldat (Phosphate-Buffered Saline) 
PDMS gél: Poli-dimetil-sziloxán (PolyDiMethylSiloxane) gél 
PE: fikoeritrin (PhycoErytrin) 
PI3K: Foszfoinozitid 3-kináz (PhosphoInositide 3-Kinases) 
PLCγ: Foszfoinozitol foszfolipáz C gamma (Phosphoinositide phosphoLipase C γ) 
RA: Rheumatoid Arthritis 
RFI: Relatív Fluoreszcencia Intenzitás 
rpm: fordulatszám (revolutions per minute) 
ROS: reaktív oxigéngyök (Reactive Oxygen Species) 
RU: relatív egység (Relative Unit)  
SEM: átlag standard hibája (Standard Error of Mean) 
SHP-1: Src homológ régió 2 domént tartalmazó Foszfatáz-1 (Src Homology region 2 domain-
containing Phosphatase-1) 
sIg: szolúbilis Immunglobulin 
SLE: Szisztémás Lupusz Eritematózusz 
Src: Src kináz család 
Syk: Syk kináz (Spleen tyrosin kinase) 
TGF-: transzformáló növekedési faktor- (Transforming Growth Factor-) 
TLR4: toll-hoz hasonló receptor 4 (Toll-Like Receptor 4) 
TNF-: Tumor Nekrózis Faktor- 
UV fény: UltraViola fény 




A humán szervezetet az immunrendszere védi meg a külső és a belső fenyegető 
ágensekkel szemben. Külső behatás lehet például, a különböző mikroorganizmusok (vírusok, 
baktériumok, egysejtűek, gombák), és a makroorganizmusok (parazita férgek). Belső behatás 
lehet például, az autoreaktív sejtek megjelenése, a tumor sejtek nem megfelelő elpusztítása, az 
ellenanyagok lerakódása és a nem megfelelő eltakarításuk.  
Immunrendszerünk feladata felismerni a saját és a nem saját struktúrákat, az 
antigéneket. Az antigén bemutatása során az immunrendszer a sajáttal szemben tolerancia, míg 
a nem sajáttal szemben védekező, eltakarító mechanizmussal válaszol. Az eltakarító 
immunválasz során immunkomplexek alakulhatnak ki, amelyek a szervezet ellenanyagai 
(antitestek) és az adott antigén kötődéséből kialakuló szerkezetek. A saját struktúrákkal 
szembeni tolerancia elvesztése, vagy hiánya vezet az autoimmun betegségekhez, mint például 
az RA-hoz (rheumatoid arthritis) illetve az SLE-hez (szisztémás lupusz eritematózusz). Az 
ilyenkor képződött autoantitestek szövetekben történő lerakódása okozza az autoimmun 
betegségekre jellemző gyulladást (Ohashi, 2002) (1.1 ábra). 
  
 
1.1 ábra Antigénekre adott immunválaszok. Saját antigénekkel szemben tolerancia alakul ki, 
ennek elvesztése, hiánya vezet az autoimmunitáshoz. Nem-saját antigénekkel szemben 
immunitás alakul ki, amely során az immunrendszer sejtes illetve nem-sejtes elemei eliminálják 
a patogént. 
Az immunrendszerünk elemei folyamatosan keringenek a véráramban. Amikor egy 
patogén bekerül a szervezetbe, akkor a rajta található epitópokhoz kapcsolódnak az opszonin 
molekulák, mint például a C1q, a CRP, a C3b, az IgM és az MBL. Ezek az opszoninok a 
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patogénekhez kapcsolódva az antigén prezentáló sejtek receptoraihoz kötődnek, mint pl. az Fc 
és a komplement receptorokhoz (Hart és mtsai., 2004). A fagocita sejtek felveszik a 
patogéneket fagocitózissal, és előkészítik az antigén bemutatására a T sejtek számára. Az 
aktivált CD4+ T sejtek, aktiváló jeleket biztosítanak a B sejtek számára, például, a 
CD40/CD40L receptorokon keresztül, amelyek ezután ellenanyag termelő plazma sejtekké 
válnak (Xu és Banchereau, 2014). Meg kell említenünk a rövid és a hosszú életű plazmasejteket. 
A rövid életű plazmasejtek néhány napig élnek és alacsony affinitású IgM izotípusú 
ellenanyagokat termelnek a másodlagos limfoid szervek extrafollikuláris helyein. A hosszú 
életű plamablasztok a csíraközponban keletkeznek, és néhány hónapig élnek a csontvelőben. 
Ezek a sejtek magas affinitású, osztályváltott antitesteket termelnek (Bortnick és Allman, 2013; 
Nutt és mtsai., 2015).  
A mieloid sejtek kifejezik a plazma sejtek által termelt immunglobulinokat megkötő Fc 
receptorokat, amelyek így egyfajta hidat képeznek a veleszületett és az adaptív immunrendszer 
között. Az Fc receptorokat, az immunglobulinok keresztkötik, így elindulnak a sejtben a 
jelátviteli útvonalakat, amelyek következménye pl. a fagocitózis, a citokin, kemokin expresszió, 
a gyulladási mediátorok valamint a reaktív oxigéngyökök felszabadítása (Vogelpoel és mtsai., 
2015). 
1.1 Ellenanyag osztályok 
Az ellenanyagoknak, vagy más néven az immunglobulinoknak a humán szervezetben 5 
fő osztálya van, az IgA, az IgD, az IgE, az IgG és az IgM (1.2 ábra). Egészséges egyének 
szérumában az IgG 7-16 mg/ml, az IgA 0,7-4 mg/ml és az IgM 0,4-2,3 mg/ml mennyiségben 
van jelen (Dati és mtsai., 1996). A plazma sejtek érése alatt, a csontvelőben, az 
immunglobulinok génjei rekombináción mennek keresztül. Az osztályváltás a csíraközpontban 
történik, ahol a nehézláncok konstans régiója megváltozik. Az osztályváltás nem érinti a 
variábilis régiót, az antigén felismerését. Az izotípusválts sorrendje a következő: az IgM és az 
IgD ellenanyagokkal kezdődik, majd az IgG3, az IgG1, az IgA1, az IgG2, az IgG4, az IgE és 
az IgG2 antitestekkel folytatódik (Jackson és Elsawa, 2015). Az ellenanyagok közül az IgG 
izotípusú glikoproteinből található a legnagyobb koncentrációban a humán szérumban és az 
extracelluláris folyadékban. Az össz-fehérje koncentrációnak a 10-20%-át adják a plazmában, 





1.2 ábra Az immunglobulin osztályok szerkezete. Általában az ellenanyagok két nehéz (H) és 
két könnyű láncból (L) állnak. A nehéz láncok a kapocsrégióban levő di-szulfid (SH2) hidakkal 
kapcsolódnak össze. Az Fc domén felelős a sejtek Fc receptoraihoz történő kötődéésért, ezáltal 
effektor funkciókat tud kifejteni. Az F(ab’)2 régióban találhatóak a variábilis domének, amelyek 
antigéneket ismernek fel. Az IgG osztály nehéz lánca három konstans régióból áll, az 
alosztályok a kapocs régióban különböznek egymástól. Az IgM ellenanyagok pentamer vagy 
hexamer formában vannak jelen a szérumban, a monomer egységei négy konstans doménből 
épülnek fel. A szérumban monomer formában van jelen az IgA ellenanyag, amelynek két 
alosztálya van, az IgA1 és az IgA2, amelyek a kapocs régióban és a glikozilált régiókban 
különböznek egymástól. Az IgD nehéz lánca három konstans régióból áll, az IgE antitest négy 
konstans domént tartalmaz (Arnold és mtsai., 2007; Vidarsson és mtsai., 2014; Breedveld és 
van Egmond, 2019 alapján). 
Az IgG alosztályok 
Az IgG osztály négy alosztállyal rendelkezik (1.3 ábra), az IgG1-ből található a 
legnagyobb koncentrációban a humán szérumban, a teljes immunglobulinok a 60-70%-át adják, 
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az IgG2 a 30-40%-át, az IgG3 a 5-8%-át és az IgG4 az 1-3%-át teszik ki (Wakiguchi és mtsai, 
2000). Az IgG nehéz lánca három konstans és egy variábilis doménbő áll, illetve a könnyű lánc 
egy konstans és egy variábilis doménből áll.  
Az IgG ellenanyagok szerkezeti tulajdonságukban, a kapocs régió hosszában és a 
diszulfid-hidak számában különböznek egymástól. Az IgG3 a legnagyobb molekula, az osztály 
többi tagjához képest, 170 kDa tömegű, a többi alosztály 146 kDa nagyságú. Az IgG3 kapocs 
régiójában kb. 50-nel több aminosav található, allotípustól függően, ebből adódik a tömegbeli 
különbség. Továbbá, több diszulfid hídja van a kapocsrégiójában, mint a többi alosztálynak. Az 
IgG1 inkább a szolúbilis fehérje antigénekre válaszol (Ferrante és mtsai., 1990) az IgG2 a 
bakteriális oligoszacharidokra (Schauer és mtsai., 2003), az IgG3 a protein antigénekre 
(Ferrante és mtsai., 1990) és az IgG4 pedig a fehérjékre és az allergénekre (Nouri-Aria és 
mtsai., 2003  ; Bruhns és mtsai., 2009; Vidarsson és mtsai., 2014). Az IgG közvetíthet effektor 
funkciókat és hozzájárulhat az anti-mikrobiális immunitáshoz (Bournazos és mtsai., 2015), 
valamint az immunológiai memóriához is (Kang és mtsai., 2016)  
 
1.3 ábra Humán immunglobulin G alosztályok. Az IgG1 ellenanyag kapocs régiójában két 
diszulfid híd található, az IgG2-ban allotípustól függően kettő vagy négy, az IgG3-ban, 
allotípustól függően hét-tizenegy, az IgG4-ben pedig kettő (Vidarsson és mtsai., 2014 alapján). 
Az IgA ellenanyagok 
Az IgA monomerként van jelen a szérumban, dimerként található a mukozában és a 
kolosztrumban. A szérumban a koncentrációja 1-3 mg/ml. Két alosztálya van, az IgA1 és az 
IgA2. Az IgA1 a szérumban nagyobb koncentrációban van jelen, mint az IgA2. Az IgA2 főképp 
a mukózában található (Brandtzaeg és Johansen, 2005). Az IgA1 kapocs régiójában 13 
aminosavval több van jelen, mint az IgA2 esetében (Bunker és mtsai., 2017). Az IgA kapocs 
régiójában több O-kapcsolt glikozilált hely található és kettő N-kapcsolt glikozilációs hellyel 
rendelkeziknehéz lánconként. Az IgA2 esetében négy N-kapcsolt glikozilált hely található 
külön-külön a nehézláncáin (Van Der Waaij és mtsai., 1996). Az ellenanyag konstans része, 
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azon belül is a CH2 és a CH3 domén találkozásánál kötődik a receptor extracelluláris, első 
doménjéhez (Herr és mtsai., 2003; Posgai és mtsai., 2018). A dimer IgA antitesteket egy J-
lánccal kötődnek össze, így az ellenanyagokon négy FcRI kötőhely található, de ezt a 
receptorok nem képesek kihasználni az ellenanyag sztérikus gátlása miatt (Bonner és mtsai., 
2014). A szekretoros IgA is két monomerből áll, amelyek a J lánccal kapcsolódnak össze, és 
még egy szekretoros komponens is található a dimeren, amely gátolja az FcRI-hez történő 
kötődést (van Spriel és mtsai., 2002).  
1.2 Az Fc receptorok osztályai 
 
Receptorok Affinitásuk Funkciójuk Kifejeződésük 
FcRI magas aktiválás 
Mo; Mf; Neu. 
(indukálható); Dc; Hs 
FcRIIA alacsony/közepes aktiválás 
Mo; Mf; Neu; Dc; Ba; 
Hs; Eo. 
FcRIIC alacsony aktiválás 
NK; B s; Mo; Mf; Neu; 
Hs; Ba. 
FcRIIIA alacsony/közepes aktiválás NK; Mo; Mf; Hs; Dc. 
FcRIIIB alacsony/közepes csapdázás Neu; Eo; Ba. 
FcRIIB alacsony/közepes gátlás 
B s; Mf; Dc; Mo; Neu; 
Hs; Ba; FDC 
FcRI alacsony/közepes aktiválás 
Mo; Mf (indukálható); 
Neu; Eo; Dc; Kuppfer 
s. 
FcRI nagyon magas aktiválás Hs; Ba; Eo; Dc. 
FcRn magas pH<6,5 
újrahasznosítás, Ag 
felvétel, transzport 
Mo; Mf; Neu; DC; 
Epitél s; Endotél s; 
Szinciciotrofoblaszt 
1.4 ábra Fc receptorok kifejeződése az effektor sejteken. Az fő Fc receptorok vannak ábrázolva, 
illetve az alsó tábláztban felsorolva, amelyek az IgG, IgA, IgE ellenanyagokat ismerik fel. 
Valamint jelölve van az ábrán a jelátvitelért felelős lánc is. Az FcRI, az FcRIIA, az FcRIIC, 
az FcRIIIA, az FcRI valamint az FcRI aktiváló receptorok, rajtuk, intracellulárisan ITAM 
10 
 
motívum található. Az FcRI, az FcRIIIA és az FcRI esetében egy kapcsolódó -lánc dimeren 
találhatóak az ITAM-ok. Az FcRIIA-nál, az FcRIIC-nél és az FcRI-nél a receptoron 
található az ITAM. Az FcRIIB gátló receptor, az intracelluláris részén ITIM motívum található 
magán a receptoron. Az FcRIIIB receptor GPI horgonnyal van kikötve a plazma membránhoz, 
nincs jelátvitelért felelős motívuma, funkciója valószínűleg a  csapdázás. ITAM: immunreceptor 
tirozin alapú aktiváló motívum, ITIM: immunreceptor tirozin alapú gátló motívum. Az alsó 
táblázatban a receptorok affinitása, funkciója és kifejeződése van felsorolva. Ba: bazofil sejt, 
Dc; dentritikus sejt, Eo: eozinofil sejt, FDC: follikuláris dendritikus sejt, Hs: hízó sejt, MF: 
makrofág, Mo: monocita, Neu: neutrofil sejt, NK: természetes ölő sejts: sejt ( Li és Kimberly, 
2014; Bruhns és mtsai., 2009; Breedveld, van Egmond, 2019, Ben Mkaddem és mtsai., 2019 
alapján ). 
Az Fc receptorok (1.4 ábra) az ellenanyagok Fc részét képesek megkötni, ugyanakkor 
képesek a pentraxinok megkötésére is (Bharadwaj és mtsai., 2001). Ezen receptorok 
előfordulhatnak az immunsejtek extracelluláris részén beágyazódva a sejtmembránba, valamint 
intracellulárisan, az endoszómán is megtalálhatóak. A membránba beágyazódott receptoroknak 
fontos effektor funkciót közvetítenek, miután kapcsolódtak az immunglobulinokhoz. Az 
immunsejtek migrációjában, érésében, a gyulladási mediátorok termelésében és az opszonizált 
patogének eliminálásában van szerepük (Bournazos és mtsai., 2015). 
Több aktiváló receptor tartozik az Fcγ receptorokhoz, amelyenek intracelluláris részén, 
vagy magán a receptoron, vagy a hozzákapcsolt γ-lánc dimeren intracelluláris tirozin-kapcsolt 
aktiváló motívum (ITAM) található. Idetartozik a nagy affinitású FcγRI, a kis affinitású 
FcγRIIA, amelynek két allotípusa ismert, az R131 (alacsony affinitású) és a H131 (magas 
affinitású), az FcγRIIC, az FcγRIIIA receptor, amelynek két variánsa ismert az F158 és a V158, 
valamint az FcγRIIIB, amelynek két variánsa ismert, amelyek négy pozícióban különböznek 
egymástól, az NA1 (R36, N65, D82, V106) illetve az NA2 (S36, S65, N82, I106). Az NA2 
allélikus variánsában egy pontmutációval (A78D) keletkezik az FcγRIIIBSH variáns. Ezekhez 
az allélikus variánsokhoz betegségek kapcsoltak. Az FcγRIIAR131-hez, például nefropátia, 
bakteriális fertőzések, az FcγRIIIAF158 polimorfizmus hajlamosító tényező az SLE-hez és az 
RA-hoz. Az FcγRIIIBNA1 hajlamosít a Wegener szindrómához és az SLE-hez. Egy gátló 
receptor tartozik ebbe az osztályba, az FcγRIIB, amelynek részén intracelluláris tirozin alapuló 
inhibítor motívum (ITIM) található (Bruhns és mtsai., 2009).  
Az FcγRI receptor 
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A 72 kDa molekula tömegű FcγRI-nek a CD nómenklatúra elnevezése a CD64, a génje 
az 1q21 kromoszómán helyezkedik el. Az egyetlen Fc receptor, amelynek extracellulárisan 3 
doménje van. Intracellulárisan hiányzik a jelátvitelért felelős ITAM domén, viszont 
hozzákapcsolódik a γ-lánc dimer, amelyen kettő ITAM motívum található (Bruhns és mtsai., 
2009). Hogy hogyan történik a jelátviteli folyamata, még nem tisztázott, mert nincsenek teljesen 
nyilvánvaló immundeficienciák, vagy gyakori betegségek, amelyek az FcγRI hiányához 
kapcsolódnának (van de Winkel és mtsai., 1995). Az FcγRI telítve van monomer IgG 
molekulákkal a szérumban, mert a receptor asszociációs állandója magas (KA≈107-108M-1), a 
szérumban pedig a IgG koncentrációja is magas (7-16 mg/ml) (Cassidy és mtsai., 1973). Ennek 
a receptornak a génje erősen konzerválódott a főemlősök körében. A kutatók vizsgálatokat 
folytattak olyan főemlősökkel, amelyekből hiányzott ennek a receptornak az expressziója 
(Nimmerjahn és Ravetch, 2008). Kutatásaik alapján talán az elsődleges feladata az FcγRI 
receptornak az antigének feldolgozása és bemutatása, valamint a citokinek felszabadításának 
kiváltása. Ha belegondolunk, valóban fontos szerepe lehet az antigének feldolgozásában, mert 
a dentritikus sejtek, a monociták és a makrofágok is expresszálják ezt a receptort, amelyek 
antigén prezentáló sejtek (Fanger és mtsai., 1997; Okayama és mtsai., 2001). A neutrofil sejtek 
is kifejezik gyulladási folyamatokban, az IFN-γ hatására. Érdekes az a tény, hogy a receptor 
képes magas affinitással kötni az IgG1, IgG3 és az IgG4 ellenanyagokat, viszont az IgG2-höz 
nincs affinitása (Bruhns és mtsai., 2009), pedig a főemlősöknél mind a négy ellenanyagot magas 
affinitással köti a FcγRI. Az oka valószínűleg az IgG2-ben kesendő, amelynek a CH2 
doménjének felső részén egy egyedi motívum (VAGP) található, amely a főemlősökben nem 
található meg, és a többi immunglobulinban sem (Scinicariello és mtsai., 2004). 
Az FcγRIIA receptor 
Az FcγRIIA alacsony affinitású receptor, ez a legelterjettebb az aktiváló receptorok 
között (Bruhns, 2012). CD nómenklatúra szerint CD32A az elnevezése, génje az 1q23-as 
kromoszómán található (a többi FcγRII és FcγRIII egyetemben). Fontos szerepet tölt be az 
opszonizált antigének fagocitózis folyamataiban, amelyet az intracelluláris ITAM motívumon 
keresztül vált ki (Nimmerjahn és Ravetch, 2008). Az R131-es allélikus változatnak az IgG2-
höz kisebb az affinitása, a H131-hez képest (Sanders és mtsai., 1995). Az egyének lehetnek erre 
a génre nézve homo-, illetve heterozigóták is (Bruhns és mtsai., 2009). Számos bakteriális 
fertőzésben IgG2 ellenanyagot tartalmazó immunkomplexek alakulnak ki, mert a IgG2-nek a 
poliszacharidok a célantigénjei, mint a bakteriumok felszínét alkotó tokképződmények. Így 
akik homozigóták az FcγRIIAR131 receptorra nézve, azok nehezebben tudják a fertőzéseket 
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legyőzni (Platonov és mtsai., 1998; Yee és mtsai., 2002; Endeman és mtsai., 2009). Érdemes 
megemlíteni, hogy azokban a HIV+ páciensekben, akik homozigóták a FcγRIIAR131 allélra 
nézve, azokban sokkal gyorsabb a CD4+ T sejtek gyengülése, mint a H131-re homozigóta 
betegeknek (Forthal és mtsai., 2007).  
Az FcγRIIB receptor 
Az CD nómenklatúra szerint CD32B az elnevezése ennek a receptornak. Az egyetlen 
gátló receptor az Fc receptorok között. Az extracelluláris része homológ az FcγRIIAR131-gyel, 
95%-os az azonosság (Hulett és Hogarth, 1994), de intracellulárisan ITIM motívum 
helyezkedik el, amely hatására meggátolja az immunválaszok továbbítását. Legnagyobb 
mértékben a fagociták és a B sejtek fejezik ki (Bruhns, 2012). Továbbá nemcsak az 
immunsejtek, hanem a máj sinus endotélium (placentában lett lemérve) is expresszálja, 
amelyekről leírták, hogy képes felismerni és felvenni az immunkomplexeket (Ganesan és 
mtsai., 2012). A B sejtek erősebben expreszálják ezt a receptort, mint a mieloid sejteke (Anania 
és mtsai., 2019).  
Az FcγRIIC receptor 
Az emberi populáció kb. 20-40%-a expresszálja a FcγRIIC receptort, amelyet főként 
NK sejtek és B sejtek fejezik ki (Anania és mtsai., 2019), mRNS szinten megtalálható 
monocitákon és neutrofil sejteken is (Breunis és mtsai., 2008). Extracellulárisan az FcγRIIB-
vel, intracellulárisan a FcγRIIA-val homológ, tehát ITAM motívumot tartalmaz, ebből adódik, 
hogy ennek a receptornak a funkciója, az aktiválás. Az NK sejteknél megnő ezeknek a 
receptoroknak a száma, amikor ADCC (ellenanyagtól függő sejtes citotoxicitás) során 
keresztkötés történik, és ekkor felszabadulnak a mediátorok, végül a cél sejt elpusztítása 
következik be. ( Metes és mtsai., 1998; Breunis és mtsai., 2008 és van der Heijden és mtsai., 
2012;). A CD19+ B sejteknél, a BCR receptorral együtt az FcγRIIC nagyobb választ tud 
kiváltani, mint a BCR önmagában (Li és mtsai., 2014).  
Az FcγRIIIA receptor 
Ezt a receport a többek között az NK (természetes ölő) sejtek, makrofágok és kis 
mennyiségben neutrofil granulociták is expresszálják (Golay és mtsai., 2019). A fő feladata az 
ADCC, antivirális hatással. CD nómenklatúra szerint CD16A elnevezésű recetor. Egy 
polimorfizmus ismert az extracelluláris doménjében. Ha valin kerül a 158. aminosav helyre, 
akkor nagyobb affinitása lesz az IgG1-re és az IgG3-ra, és kisebb affinitása lesz az IgG4-re 
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nézve, a fenilalanin változathoz képest (Bruhns és mtsai., 2009). Egy korábbi cikkben, PCR 
technikával vizsgálták az allotípusok elterjedtségét, ahol megállapították, hogy nincs különbség 
a populációk között, az F158 homozigóta és a V/F158 heterozigóta a legelterjedtebb, és kevés 
olyan egyén van, aki a V158-ra homozigóta, (Leppers-Van De Stratsaiat és mtsai., 2000), pedig 
a V158 variánssal rendelkező egyének jobban ellenállnak a virális fertőzéseknek, és az anti-
tumor ellenes monoklonális ellenanyag terápiára sokkal erősebben reagálnak (Weng és Levy, 
2003; Ghielmini és mtsai., 2005). 
Az FcγRIIIB receptor 
CD nómenklatúra szerint CD16B az elnevezése ennek a receptornak. Az extracelluláris 
doménje homológ az FcγRIIIA receptorral, viszont hiányzik mindkét transzmembrán, és az 
intracellulárisan a jelátvitelért felelős doménjei, helyettük a plazmamembránhoz 
glikozilfoszfatidilinozitollal van kihorgonyozva. A feladata valószínűleg a csapdázás 
(Willcocks és mtsai., 2008). 
Az FcαRI receptor 
Az Fcα receptor az IgA ellenanyagot köti meg. A mieloid sejtek expresszálják, mint a 
neutrofil sejtek, az eozinofil sejtek, a monociták, a makrofágok, közülük a Kuppfer sejtek és 
bizonyos dentritikus sejtek is, valamint a vérlemezkéken is kimutatták az FcαRI jelenlétét 
(Monteiro és mtsai., 1990; Van Egmond és mtsai., 2000; Qian és mtsai., 2008; Aleyd és mtsai., 
2015). A 19-es kromoszómán (19q13.42) található a génje, ellentétben az Fc receptorral, 
amelyek az 1-es kromoszómán találhatóak (1q21, 1q23). A humán fagociták a 
plazmamembránjában két izoformája ismert, az a.1 és az a.2. Az a.1 alosztály  hat N-kapcsolt 
és hét O-kapcsolt glikozilált hellyel rendelkezik. A tömege a neutrofil sejteknél és a 
monocitáknál 55-75 kDa, az eozinofil sejteknél 70 és 100 kDa közé esik, attól függően, hogy 
milyen a glikoziláltsági állapota (Morton és mtsai., 1996; Van Egmond és mtsai., 2001). Az a.2 
alosztályt csak az alveoláris makrofágok termelik, abban különbözik az a.1 receptortól, hogy 
22 aminosavval és egy glikozilált hellyel kevesebb van a második extracelluláris doménjében, 
így 28 kDa a tömege (Patry és mtsai., 1996).  
Az FcαRI receptorból a neutrofil sejteken kb. 66000, a monocitákon kb. 57000 molekula 
helyezkedik el, de számos mediátor befolyásolhatja, hogy a sejtek milyen mennyiségben fejezik 
ki ezt a receptort (Monteiro és mtsai., 1990). A neutrofil sejteken levő Fcα receptor 
expresszióját növeli az fMLP (N-formil-metionin-leucil-fenilalanin), az IL-8 (interleukin-8), a 
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TNF-α (tumor nekrózis faktor-α), az LPS (lipopoliszacharid) és a GM-CSF (granulocita-
makrofág kolónia stimuláló faktor) is (Hostoffer és mtsai., 1993; Nikolova és Russell, 1995). A 
monocitákon levő FcαRI kifejeződését növelni tudja a kalcitirol, az LPS, a TNF-α, a GM-CSF, 
az IL-1, és csökkenteni tudja az TGF (transzformáló növekedési faktor-) valamint az IFN-
 (interferon- is) (Maliszewski és mtsai., 1985; Shen és mtsai., 1994).  
Az FcαRI alacsony affinitással képes az IgA ellenanyagokat megkötni (KA=10
6 M-1 
(Wines és mtsai., 2001). A monomer IgA, a receptor 1-es doménjéhez képes odakapcsolódni a 
konstans doménjével. Legfőképpen a Pro440-Pro443, amely a  CH2 doménjében és a Leu257-
Leu258 régiójával, amely a CH3 doménjében található, képes a receptorhoz kötődni. (Pleass és 
mtsai., 2003). A receptoroktól a jelátvitelek akkor indulnak el, ha az ellenanyagok keresztkötik 
a receptorokat, vagy ha IgA-val opszonizált patogén érkezik a sejtekhez. Ilyenkor különböző 
effektor funkciókat közvetítenek a receptorok, mint a fagocitózist, az ellenanyagfüggő sejtes 
citotoxicitást, a szuperoxid termelését, a gyulladási citokinek felszabadítását, továbbá az 
antigén bemutatásáért is felelősek (Gorter és mtsai., 1987; Shen és mtsai., 2001; van der Steen 
és mtsai., 2009; Aleyd és mtsai., 2014; Otten és mtsai., 2014). 
1.3 Az Fc receptorok szignalizációja 
 Tehát, az Fc receptorok fő feladatai a fagocitózisnak, illetve az opszonizált antigének 
elpusztításának közvetítése. A fagocitózis során az intracelluláris fagoszómába kerülnek a 
célmolekulák, cél patogének. Ezt követi a fagolizoszóma, majd a lizoszóma. A fagoszóma már 
nem kommunikál a külső környezettel, nem megy keresztül benne szignalizáció. Mint már 
említettem, az FcγRIIA receptor, hasonlóképpen az FcγRIIC receptor intracelluláris részén 
ITAM motívum helyezkedik el. A többi aktiváló receptorhoz kapcsolódó γ-lánc dimer hordozza 
a két ITAM motívumot (Metzger és Stern, 1992; Barrow és Trowsdale, 2006; Getahun és 
Cambier, 2015). Az FcγRIIA-függő fagocitózishoz (1.5/A ábra) elengedhetetlen az ITAM 
jelátvitel, és az immun-komplexek hatására bekövetkező citokin felszabadításért is felelős. 
Miután létrejönnek az immun-komlexek, a receptor-kapcsolt src kinázok, mint például a Fyn 
hatására a receptor intracelluláris részén található ITAM-on, a két tirozin foszforilálása 
következik be, és odagyűlnek a Syk kinázok, valamint tovább halad az aktivátor jelátviteli 
útvonal (Mkaddem és mtsai., 2017). Bár aktiváló ITAM-mal rendelkezik a receptor, mégis 
megfigyelhető a gátló ITAM (ITAMi) molekula változat is (1.5/B ábra). Ez akkor következik 




1.5 ábra Az (A) ábra az aktiváló receptorok és az immunkomplexek közötti keresztkötésből 
adódó jelpályát mutatja be. A receptorok, mint az FcγRIIA, aggregálódnak immunkomplexek 
hatására, és az ITAM motívumok foszforilálódnak az Src kinázok által (Lyn, Fyn) által, amelyek 
maguk köré gyűjtik Syk kinázokat. A Syk kinázok odakötődnek a foszforilált ITAM 
motívumokhoz, és sejtaktivációt indukálnak a PLCγ és a PI3K útvonalon keresztül. A PLCγ 
átalakítja a PI(4,5)P2-t DAG és IP3 molekulává. Az IP3 Ca
2+ mobilizációhoz vezet, a DAG 
pedig a MAPK-t aktiválja, amelyek végül citokin/kemokin termeléséhez, oxidatív robbanáshoz, 
ADCC-hez és fagocitózishoz is vezethetnek. A (B) ábrán az a folyamat látható, amikor egy 
monomer ellenanyag kötődik pl. az FcγRIIA receptorhoz, akkor az ITAM motívumon csak az 
utolsó tirozin származékot a Lyn kináz foszforilálja és a SHP-1 kinázt átmenetileg 
odatoborozza. A foszforllált ITAM motívumhoz kötődik a SHP-1, amely megszünteti a sejtek 
aktivációs jelét (Ben Mkaddem és mtsai., 2019 alapján). 
1.4 Immunglobulinok Fc receptorokon keresztüli effektor funkciói 
Az immungobulin glikoformák (Arnold és mtsai., 2007), az allotípusok (Vidarsson és 
mtsai., 2014) sokfélesége, az affinitás változatossága, az antigén-specifikus ellenanyagok 




kópiaszám-variációi mind jelentősen megváltoztatják az IgG-FcR interakciót, s így 
hozzájárulnak az immunválaszok változatosságának kialakításához.  
Munkánk során egyrészt a monocita eredetű U937-NF-κB sejtvonallal, másrészt primer 
neutrofil granulocitákkal végeztünk kísérleteket.  
 
1.6 ábra Az U937 sejtek és a neutrofil granulocitákon expresszálódó Fc receptorok affinitása 
az IgG alosztályokra és az IgA-ra. 
A monocita eredetű, U937 sejtvonalat egy 37 éves férfiből izolálták, aki hisztiocitás 
limfómában szenvedett (Sundström és Nilsson, 1976). Ez a sejtvonal citokineket, kemokineket 
(IL-1, GM-CSF) szekretál, stimulus hatására, például TNF-t termel (Lehmann, 1997). Többek 
között, az U937 sejtek érésével, differenciájával foglalkoznak a kutatók (Nemati és mtsai., 
2019). Mi a sejtbe transzfektált NF-κB-GFP promótert tartalmazó plazmiddal, riporter U937 
sejtvonalat hoztunk létre. Ezek a sejtek alkalmasak az Fc receptorokon elinduló NF-κB 
(nukleáris faktor-kappa B) jelátviteli útvonal vizsgálatára, és mivel ehhez a transzkripciós 
faktorhoz hozzá van kapcsolva a GFP (zöld fluoreszcens fehérje) transzkripciós faktora, így ha 
a sejtet aktiváció éri, a GFP átíródik, és a fluoreszcencia jelet detektálni tudjuk. A jelenséget, 
hogy az Fc receptorokat, ha az ellenanyagok keresztkötik, akkor elindul az NF-κB 
szignalizációs útvonal, először Rosales csoportja írta le, és a kutatócsoportunk mérései, e 
munkacsoport kísérletein alapszanak. Elsőként a Rosales munkacsoport mutatta be, hogy a sok 
ligandum közül, a multimer immunglobulinok, vagy az immunkomplexek elindíthatják az NF-
B útvonalat a monociták esetében (Sánchez-Mejorada és Rosales, 1998; García-García és 
mtsai., 2001). Az U937 sejtek kifejezik az Fc receptorokon belül, az IgG molekulát magas 




mtsai., 2015), valamint az IgA ellenanyagot alacsony affinitással megkötő FcαRI receptor 
(1.6/A ábra). 
A későbbi méréseinkben primer neutrofil granulocitákat alkalmaztunk. A neutrofil 
sejtekből van a legnagyobb mennyiségű sejt a véráramban a többi leukocitához képest. Fő 
feladatuk a patogének fagocitózisa (Nathan, 2006), és a gazda szervezetben fellépő szöveti 
károsodásban is fontos szerepet töltenek be, mert indukálják a gyulladási folyamatokat. A 
perifériás vérből gyorsan a fertőzés vagy a gyulladás helyére vándorolnak, és kifejtik a 
hatásukat, mint a kemotaxist, a fagocitózist, a reaktív oxigéngyökök és a citokinek 
felszabadítását valamint a NET (neutrofil extracelluláris csapda) képződését végzik (Selders és 
mtsai., 2017; Hellebrekers és mtsai., 2018). A neutrofil sejtek expresszálják főként az FcγRIIA, 
az FcγRIIIB, valamint az FcαRI receptorokat (1.6/B ábra). Az irodalomban az található, hogy 
a neutrofil sejtek gyulladási folyamatokban kifejezik az FcγRI receptort is (Bruhns, 2012).  
A sejteket megfestettük reaktív oxigéngyököket jelző dihidrorodamin festékkel. Ez a 
festék a sejt nyugalmi állapotában nem fluoreszcens, ha aktiváció éri a sejtet, akkor 
fluoreszkálni fog. 
1.5 Autoimmun betegségek 
A munkánk során rheumatoid arthritis és szisztémás lupusz eritematózusz autoimmun 
betegségek diagnózisát vizsgáltuk. A rheumatoid arthritis egy krónikus szisztémás betegség, 
amely gyakrabban fordul elő nőknél (van Vollenhoven, 2009). A betegséget az ízületek 
destruktív gyulladása jellemzi. Felismerésében a klinikai tünetek mellett, a szerológiai 
meghatározásoknak van szerepük, mint a rheuma faktor (IgG ellenes antitestek) és az anti-
citrullinált peptid ellenes antitestek (ACPA) jelenlétének. RA-ban a gyulladt ízületi nedvben az 
apoptotizáló sejtek száma megnő. A PAD enzim normál állapotban inaktív formában van jelen 
a sejtekben (1.7 ábra). Apoptotizáló sejtekből a PAD (protein arginin deimináz) enzim 
kikerülhet a sejtből, és a magas Ca2+ szint aktiválja az enzimet, mivel extracellulárisan egy 
nagyságrenddel magasabb a Ca2+ szint, mint intracellulárisan. Így az argininből citrullint képez, 
amely ellen autoantitestek képződhetnek, amelyek gyulladás idézhetnek ellenük. 5 féle PAD 
enzim létezik az emberekben (PAD 1-4, 6) (Nakashima és mtsai., 1999; Kanno és mtsai., 2000; 
Ishigami és mtsai., 2002; Nachat és mtsai., 2003; Chavanas és mtsai., 2004; Zhang és mtsai., 




1.7 ábra A PAD enzim működése. Az argininből Ca2+ jelenlétében citrullint képez. 
Áttérve a másik autoimmunbetegségre, amellyel foglalkoztunk, az a szisztémás lupusz 
eritematózusz. Az SLE is egy szisztémás krónikus betegség, amely kialakulásához mind a 
genetikai, mind a környezeti tényezők is hozzájárulnak. Klinikai tüneteihez tartoznak többek 
között a bőr és az ízületi elváltozásai, a kardiovaszkuláris eltérések krónikus gyulladással, 
valamint a vese és az idegrendszer károsodása. Mivel ez is egy autoimmunbetegség, a sajáttal 
szembeni tolerancia károsodik, SLE-nél legfőképpen a nukleáris antigénekkel szemben 
termelődik ellenanyag, mint a kettős-szálú DNS, hisztonok, a ribonukleoproteinek és a 
foszfolipidek ellen. Ezek az antigének megjelennek az apoptotikus sejt felszíni citoplazma 
kitüremkedésein, a blebeken, így az immunrendszer képes ezeket felismerni és ellenanyagot 
termelhet ellenük.. A pácienseknél az immunválasz során, tehát kialakulnak az autoantitestek 
és az immun komplexek, amelyek szöveteken lerakódva aktiválhatják a komplement rendszert, 





Kutatócsoportunk célja, hogy sejtek segítségével jellemezzük az antigén-specifikus 
ellenanyagokat. Megoldandó probléma, hogy a másodlagos ellenanyagot alkalmazó 
immunológiai módszerek, nem vagy csak összetett mérésben adnak információt az 
ellenanyagok izotípus megoszlásáról, az ellenanyagok glikoziláltságról, az Fc és a komplement 
receptorok által kifejtett hatásairól. Az általunk javasolt megoldás, hogy másodlagos antitestek 
helyett, sejteket alkalmazzunk az antigén-specifikus ellenanyagok kimutatására. Ez a módszer 
alkalmas lehet mikrofluidikán alapuló diagnosztikai rendszer kiépítéséhez is, tekintettel arra, 
hogy utóbbi kifejezetten alkalmas sejtek kölcsönhatásainak vizsgálatára. 
Célkitűzéseink: 
1. Az U937-NF-B sejtek valamint a neutrofil granulociták által expresszált Fc receptok 
és az immobilizált immunglobulinok kötődéséből eredő sejtaktiváció jellemzése  
2. Az U937-NF-B sejtek és a neutrofil granulociták aktivációját elindító Fc receptorok 
azonosítása 
3. Autoimmun betegségek diagnosztizálására alkalmas új módszerek fejlesztése 






3. Anyagok és módszerek 
3.1 Oldatok készítése 
10X-es PBS törzsoldat: 
800 ml MQ-ban feloldottunk 80 g NaCl-ot (Nátrium-klorid, MW=58,44 g/mol), 2 g KCl-ot 
(Kálium-klorid, MW=74,56 g/mol), 14,24 g Na2HPO*2H2O-t (Dinátrium-hidrogén-foszfát 2-
hidrát, MW=136,09 g/mol) és 2 g KH2PO4-et (Kálium-dihidrogén-foszfátot, MW=136,09 
g/mol). Majd kiegészítettük a térfogatot 1 literre MQ-val, végül, átszűrtük 0,22 μm-es szűrőn 
vagy autoklávval sterilizáltuk. RT-n tároltuk. A kísérletekben steril 1x-es PBS-t (MQ-val 
feloldva) használtunk. 
PBS-Tween 1 literre: 
Mágneses keverőn összekevertünk 0,5 ml Tween 20 oldatot (Sigma P1379) 1 liter PBS-sel. 
Ca2+Mg2+ törzsoldat 5 ml térfogatra: 
Feloldottunk 5 ml MQ-ban 0,1838 g CaCl2*2H2O-t (Kalcium-klorid, MW=147,02 g/mol) és 
0,0712 g MgCl2*6H2O-t (Magnézium-klorid 6-hidrát, MW=203,30 g/mol). 
CaMg oldat 25 ml-re: 
Mágneses keverő használatával összekevertünk 250 μl Ca2+Mg2+ törzsoldatot (0,25 M Ca2+, 
0,07 M Mg2), 1,25 g BSA-t. Majd kiegészítettük 25 ml-re MQ-val, átszűrtük 0,45 μm szűrőn 
és -20 °C-on tároltuk felhasználásig. 
RPMI-médium: 
A gyártótól (Sigma-Aldrich) rendelt 500 ml RPMI (R5886) médiumot, kiegészítettük 50 ml 
FBS-sel, 5 ml steril PenStreppel (P4458), 5 ml steril L-glutaminnal (G7513) és 0,5 ml steril Na-
piruváttal (1 mM). 
0,2%-os NaCl oldat (500 ml-hez): 
450 ml MQ-ban feloldottunk 1 g NaCl-t, majd kiegészítettük 500 ml-re MQ-val és autoklávval 
sterilizáltuk. 
1,6%-os NaCl oldat (500 ml-hez): 
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450 ml MQ-ban feloldottunk 8 g NaCl-t, majd kiegészítettük 500 ml-re MQ-val és autoklávval 
sterilizáltuk. 
3%-os BSA oldat (500 ml-hez): 
450 ml MQ-ban feloldottunk 15 g BSA-t, majd kiegészítettük 500 ml-re MQ-val és átszűrtük 
0,22 μm-es szűrőn. 
DAB festék 
25 μl 1%-os DAB oldathoz 25 μl 0,3 H2O2 oldatot adtunk és PBS-sel kiegészítettük 500 μl-re. 
3.2 Ellenanyagok és reagensek 
Rövid név Cég neve Katalógusszám Teljes név, jellemzők 
humán IgG1 Sigma I5154-1 mg 
Humán IgG1, Kappa, humán mielóma 
plazma eredetű, tisztított 
immunglobulin, >95% (SDS-PAGE) 
humán IgG2 Sigma I5404-1 mg 
Humán IgG2, Kappa, humán mielóma 
plazma eredetű, tisztított 
immunglobulin, >95% (SDS-PAGE) 
humán IgG3 Sigma I5654-1mg 
Humán IgG3, Kappa, humán mielóma 
plazma eredetű, tisztított 
immunglobulin, >95% (SDS-PAGE) 
humán IgG4 Sigma I4639-1mg 
Humán IgG4, Kappa, humán mielóma 
plazma eredetű, tisztított 





16-16-090707-4 Humán szérumból tisztított IgG4 

















Humán mielómás plazmából tisztított 
IgA2 κ 
humán IgM Sigma I8260 






AP F(ab')2 fragmens kecske anti-
humán, Fc(gamma), minimális kereszt-











130-059901 Humán FcR blokkoló reagens 
PE ahCD16 BioLegend 302008 
PE egér anti-humán CD16 antitest 
(mIgG1) 
PE ahCD32 BioLegend 303206 
PE egér anti-humán CD32 antitest 
(mIgG2b) 
PE ahCD64 BioLegend 305008 
PE egér anti-humán CD64 antitest 
(mIgG1) 
PE ahCD89 BioLegend 354104 PE egér anti-humán CD89 antitest 
PE mIgG1 BioLegend 400112 PE egér IgG1 κ izotípus kontroll 
PE mIgG2b BioLegend 400313 PE egér IgG2b κ izotípus kontroll 
ahCD16 Abcam ab176528 
anti-CD16 [3G8] alacsony, endotoxin, 
azid mentes (egér IgG1) 
ahCD32 Abcam ab41899 
anti-CD32 [AT10] - azid mentes (egér 
IgG1) 
ahCD64 Abcam ab23351 anti-CD64 [10.1] (egér IgG1) 
Hoechst 33342 Thermo Fisher H3570 Hoechst 33342, Trihidroklorid, Trihidrát 
DHR-123 Sigma 109244-58-8 Dihidrorodamin 123 
BSA Sigma A3059-100 g Borjú szérum albumin, hősokk frakció 
LPS Sigma L8274-10 mg 
Escherichia coli eredetű lipopoliszacharid 






Hiszton 4-es molekulából származó 




  Vírusból származó Citrullinált Peptid 2 
3.1 táblázat Összefoglaló táblázat a felhasznált anyagokról. 
A hiszton 4-es molekulából származó citrullinált peptid 2 (HCP2) valamint a virális 
citrullinált peptid 2 (VCP2) termékek előállítása szilárdfázisú peptidszintézissel készült és 
MALDI-MS segítségével lett jellemezve a Firenzei Egyetemen.  
3.3 Szérum minták 
RA beteg (n=30) és egészséges kontroll páciensek (n=10) szérum mintái, valamint az 
SLE betegek (n=10) és az egészséges kontroll mintái (n=10) a Pécsi Tudományegyetemről és 
a Pisai egyetemről (PISA) származtak, és -70 °C-on tároltuk a mintákat felhasználásig. A 
betegek RA és SLE betegcsoportokba történő beválogatása a nemzetközi kritériumoknak 
megfelelően történt. Magyarország (Egészségügyi Tudományos Tanács, Tudományos és 
Kutatásetikai Bizottság) valamint Olaszország releváns etikai bizottsága (Comitato Etico Area 
Vasta Nordovest, Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana, Pisa) hozzájárult a vizsgálatokhoz 
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(etikai engedély száma: 24973-1/2012/EKU (658/PI/2012.), 45066/2012. Írásban minden 
résztvevő beleegyezését adta a kísérletekhez. 
3.4 Sejtkultúrák 
3.4.1 U937 sejtek 
A humán premonocita, U937 (ATCC1CRL-1593.2™) és a stabilan transzfektált 
származékát, az U937-NF-κB sejteket RPMI-1640 médiumban növesztettük kiegészítve 10% 
fetális borjú szérummal (FBS) (Sigma F7524). A sejteket 37°C-on párásított termosztátban 
tartottunk fenn 5% CO2  mellett.  
3.4.2 Fehérvérsejtek tisztítása 
A humán leukociták egészséges önkéntesektől származtak. A vérvételt követő 3 órán 
belül a sejtek felhasználásra kerültek a kísérleteink során. A vérből a következőképpen nyertük 
ki a fehérvérsejteket: 5 ml teljes vért kiegészítettük hideg, hipotóniás (0,2%-os) NaCl oldattal 
22,5 ml-ig, 30 másodpercig kevertettük. Így a vörösvérsejtek lízise következett be. Majd 22,5 
ml hideg hipertóniás (1,6%-os) NaCl oldattal kiegészítettük. Ezt a lépést háromszor ismételtük 
meg, a lépések között centrifugálás történt (1200 rpm, 4 °C, 7 perc) és a felülúszót 
vízlégszivattyúval távolítottuk el. Végül a sejteket 5 ml RPMI+10% FBS médiummal vettük 
fel, 70 μm-es sejtszűrőn átfecskendeztük, és jégre helyeztük felhasználásig (3.1 ábra). 
Megszámoltuk a sejteket InvitrogenTM CountessTM automata sejtszámláló készülékkel, a 
méréshez szükséges a tripán kék festék oldat (Life technologies), amelyet 1:1 arányban adtunk 
a sejt szuszpenzióhoz. 
 
3.1 ábra Leukocita tisztítása. 5 ml teljes EDTA-s vért beletettünk egy 50 ml-es Falconba, majd 
rögtön kiegészítettük 25 ml-re 0,2%-os hipotóniás sóoldattal. 30 másodperc után hozzáadtunk 
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25 ml 1,6%-os hipertóniás NaCl oldatot, hogy visszakapjuk a fiziológiás só mennyiséget 
(0,9%). Ezt a folyamatot háromszor megismételtük, hogy tiszta leukocita populációt kapjunk. 
A humán vérben a neutrofil granulociták vannak a legnagyobb mennyiségben a 
fehérvérsejtek közül, 60-80%-át alkotják az össz leukocitáknak (3.2 ábra). Tehát legfőképpen 
a neutrofil sejtek vesznek részt a kísérleteinkben, ezért neutrofil sejteknek fogom az 
eredményeknél hívni a leukocitákat (4.1). 
 
3.2 ábra Fehérvérsejtek százalékos megoszlása egészséges embereknél. A neutrofil 
granulociták 55-73, a limfociták 20-40, a monociták 2-8, az eozinofil sejtek 1-4, és a bazofil 
granulociták 0,5-1%-ban fordulnak elő a vérben (Wikimedia alapján -1-).  
3.5 U937 sejtek pNF-GFP riporter plazmiddal történő stabil transzfekciója 
Az U937-NF-κB sejteket, U937 sejtvonal transzfekciójával érte el kollégám, Dr. 
Szittner Zoltán a Ward és mtsai cikke (2001) alapján. A transzfekciót a következő képpen 
végezte el: 10 μg pNFκB-PtGFP.2 (Xactagen, Shoreline, WA, USA) plazmidot (3.3 ábra) adott 
400 μl 2*107 sejtet tartalmazó RPMI-1640 médiumhoz elektroporációs küvettában, a sejteknél 
960 μF-on és 0,17 kV-on történt az elektroporáció. A szelekciót 1 mg/ml G418 (geneticin) 
antibiotikummal végezte el, majd a sejteket kirakta egy lemezre, és a rezisztens klónokat 




3.3 ábra A riporter U937-NF-B sejtekbe transzformált plazmid szerkezete (Xactagen cég 
ábrája -2-) 
3.6 A receptor expressziós profil jellemzése sejtkultúrákon 
3.6.1 U937 és U937-NF-κB sejtek FACS analízise 
1*105 U937 és U937-NF-κB sejtet megjelöltük a PE-konjugált egérben termelt anti-
humán FcγRI-gyel, anti-humán FcγRII-vel, anti-humán FcγRIII-mal, anti-FcαRI-gyel és az 
egérben termelt IgG1 és IgG2b izotípusú kontroll ellenanyagokkal. 20 perces jégen történő 
inkubáció után, egyszeri PBS +1% FBS-sel történő mosást követően, a sejteket áramlási 
citométerrel vizsgáltuk. Az áramlási citométerrel történő mérés során 3*104 sejtet mértünk le a 
FACSCalibur készülékkel (Becton-Dickinson, Fanklikes, NJ, USA), és az analízist FCS 
Express V3 (De Novo Software, Los Angeles, CA, USA) programmal végeztük el. 
3.6.2 Fehérvérsejtek FACS analízise 
1*105 neutrofil granulocitához 2,5 μl FcR blokkoló reagenst (130-059-901, Miltenyi 
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Németország) adtunk, és 37 °C-os termosztátba helyeztük 
20 percre. Majd az inkubációs idő lejárta után, a sejtekhez PE konjugált anti-humán FcγRI, 
FcγRII és FcγRIII és izotípus kontroll (mIgG1, mIgG2b) ellenanyagokat tettünk, 20 percig 
jégen, sötétben. Ezután 500 μl PBS +1% azid puffert adtunk a sejtekhez, majd 1200 rpm-en, 4 
°C-on, 7 percig centrifugáltuk a sejteket, majd a felülúszót leszívtuk. Ezt követően lefixáltuk a 
sejteket 200 μl 2%-os paraformaldehid oldattal. A következő nap kimostuk a sejtekből a 
paraformaldehid oldatot 1200 rpm-en, 4 °C-on, 7 percig, a sejtekről leszívtuk a felülúszót 
vízlégszivattyúval, felvettük a sejteket 150 μl PBS +1% azidban. Majd lemértük a sejtek 
fluoreszcencia intenzitását FACS Calibur áramlási citométeren, az adatokat pedig az FCS 
express szoftverrel értékeltük ki, az FCS analízishez 1*104 sejtet mértünk le. 
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3.7 Az U937 sejtek és a neutrofil granulociták aktivációs kísérletei 
 
3.4 ábra A mérés kivitelezése látható ezen az ábrán. Először az ellenanyagokat szilárd felszínre 
kötöttük, erre helyeztük a sejteket. Végül az inkubációs idő lejárta után, lemértük a sejtek 
fluoreszcencia intenzitását. Az U937 sejtekben található egy riporter GFP gén, amely ha a 
sejtet aktivációs inger éri, akkor átíródik. A leukocitákhoz, ha egy riporter festéket (DHR-123) 
adunk, akkor ha megfelelő inger éri a sejtet, akkor az addig nem fluoreszcens molekula azzá 
válik.  
3.7.1 Az U937-NF-κB sejtek, valamint a fehérvérsejtek in vitro aktivációja 
immunglobulinokkal és LPS-sel 
Az alábbi mérést Dr. Szittner Zoltán kollégám végezte el. Minden további sejtaktivációs 
kísérlet, steril 96-lyukú lapos aljú, sejttenyésztő lemezen (Greiner, 655180) történt. Ebben a 
kísérletben a lemez felületét 50 μl 10 μg/ml humán Ig-vel (steril PBS-ben) fedtük és 1 óráig, 37 
°C-on inkubáltuk. Hogy meggátoljuk a sejtek aktivációját, a humán IgG-vel fedett felületet, a 
sejtek kirakása előtt, 10 μg/ml GAH-IgG F(ab’)2 (PBS-be oldva) ellenanyaggal kezeltük 1 
óráig, szobahőmérsékleten. Ezt követően a lemezt kétszer 100 μl PBS-sel, majd 100 μl 
RPMI+10% FBS-sel mostuk meg, majd az U937-NF-κB sejteket 1*105/300 μl sűrűségben 
helyeztük el. 10 μg/ml LPS oldatot (PBS-be oldva) pozitív kontrollként, 10 μg/ml szolubilis 
humán IgG-t (PBS-be oldva) negatív kontrollként adtunk közvetlenül azokhoz a sejtekhez, 
amelyeket fedetlen felületen helyeztünk el. A sejteket 24 óráig, 37 °C-on inkubáltuk 5% CO2-t 
tartalmazó steril fülkében. 
A sejtaktivációt kikötődött anti-humán FcγR-rel is megnéztük. U937-NF-κB sejteknél 
50 μl/lyuk térfogatban anti-humán FcγRI, FcγRII, FcγRIII, steril PBS-be oldva voltak 
immobilizálva 20 μg/ml-től 1,25 μg/ml-ig felező hígításban, és 1 óráig, 37 °C-on inkubáltuk. 
Ezután megmostuk a lemezt kétszer 100 μl PBS-sel, majd 100 μl RPMI+10% FBS-sel. 1*105 
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sejt/300 μl médium koncentrációban raktuk ki a monocitákat a lemezre, és 24 óráig tartott az 
inkubáció 37 °C-on, 5% CO2 mellett. Az analízis áramlási citométerrel történt. 
A fehérvérsejteken is vizsgáltuk 20 μg/ml koncentrációban az anti-human FcγRI, 
FcγRII, FcγRIII ellenanyagokkal kiváltott hatást, hasonló módon, mint az U937 sejteknél. A 
sejtaktivációt a ROS termelődés jelezte, amelyet a dihidrorodamin (DHR-123) festékkel (3.5. 
ábra) tudtunk detektálni. A festéket a sejtekhez, a lemezre való kirakás előtt 15 perccel tettük, 
majd 1*105 sejt/300 μl médium koncentrációban raktuk ki a leukocitákat, végül 3 óra inkubáció 
(37 °C-on, 5% CO2) után lemértük a fluoreszcencia értékeket a Fluoroskan
TM készülékkel. Az 
analízist MS Excel szoftverrel végeztük el, a statisztikai értékeket a GraphPad Prism 5 
szoftverrel, az egymintás t teszttel számoltuk ki. 
 
3.5 ábra Dihidrorodamin (DHR) 123 átalakulása rodamin-123-má. A dihidrorodamin egy 
fluoreszcens festék, amely alapállapotban nem ad jelet, csak ha sejtbe kerül, és ott hidrogén 
peroxid hatására reaktív oxigéngyökök képződnek, amelyek oxidálják a festéket. 
3.7.2 Az U937 sejtek dózis- és időfüggő, és a fehérvérsejtek dózisfüggő sejtaktivációja 
immunglobulinok hatására 
A 96-lyukú lemezt BSA-val, humán monoklonális IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgM 
(az U937 sejtek esetében) és a humán poliklonális pIgG4 (a fehérvérsejtek esetében) 
ellenanyagokkal, felező hígításban 20-1,25 μg/ml koncentrációban, PBS-be oldottunk fel. Az 
inkubáció 1 óráig tartott, 37 °C-on. Majd a lemezt kétszer mostuk PBS-sel, majd egyszer RPMI 
+FBS médiummal.  
Az U937 sejtek esetében 1*105 sejtet megfestettünk 0,1 μM Hoechst 33342 oldattal, 
300 μl médiumban. Pozitív kontrollként a kezeletlen sejtekhez LPS-t adtunk, felező hígításban 
20-1,25 μg/ml koncentrációban. Miután kiraktunk minden sejtet a lemezre, 1 óra után elkezdtük 




A fehérvérsejtek dózis-függő aktivációjánál, mielőtt kihelyeztük a sejteket a lemezre, a 
sejtekhez 10 μM-os koncentrációban DHR-123 festék oldatot adtunk, majd 100 rpm-en, 37 °C-
on, 15 percig rázattuk. Miután kihelyeztük a sejteket 1*105/300 μl/lyuk koncentrációban 
médiumban, 3 órás inkubáció után (37 °C, 1 óra, 5% CO2) Fluoroskan Ascent
TM készülékkel 
lemértük a fluoreszcenciát (485/535 nm). Az analízist MS Excel és GraphPad szoftverrel 
végeztük el. 
3.8 U937 sejtek Fc receptorainak blokkolása humán IgG alosztályokkal 
10 μg/ml humán monoklonális IgG4 ellenanyagot feloldottunk PBS-ben, majd a 
szövettenyésztő lemez alját befedtük vele 50 μl-es térfogatban, és inkubáltuk a lemezt (1 óra, 
37 °C). Az U937-NF-κB sejtpelletet közvetlenül kezeltük szolúbilis 10-20-30 μg/ml humán 
monoklonális IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 antitestekkel 20 percig, 37 °C-on, majd az inkubáció 
után a sejteket médiummal mostuk (1200 rpm, 7 perc). Az IgG4-gyel fedett lemezt kétszer steril 
PBS-sel, egyszer médiummal megmostuk 100 μl-es térfogatban. Az U937 sejteket kitettük a 
lemezre 1*105/300 μl-es koncentrációban médiumban 24 óráig, 37 °C-on, 5% CO2 mellett, 
végül áramlási citométerrel mértük le a sejtaktivációt. 
3.9 U937 sejtek aktivációja humán IgG alosztályokkal kombinálva IgA ellenanyaggal 
A humán monoklonális IgG alosztályokat 5 μg/ml-es koncentrációban, 50 μl-es 
térfogatban steril PBS-sel tettük a lemez felszínére, kombinálva 5 és 10 μg/ml koncentrációjú 
humán IgA-val. Kontrollként az immunglobulin alosztályokat önmagukban is ráhelyeztük 5 
μg/ml-es koncentrációban steril PBS-ben a lemezre. Majd az U937-NF-κB sejteket 1*105 
sejt/300 μl médium koncentrációban raktuk ki a lemezre, és 24 óráig, 37 °C-os inkubátorba 
helyeztük el. 
3.10 Az U937-NF-κB sejtek immunkomplexek általi in vitro aktivációja 
A lemez felületét 50-50 μl 20 μg/ml VCP2 peptiddel fedtük be PBS-ben, és egy éjszakán 
át 4 °C-on inkubáltuk. Ezután a lemezt háromszor mostuk 100-100 μl PBS-sel. Majd 3%-os 
BSA-val (steril PBS-ben) 50-50 μl-ként fedtük be a lemezt 45 percig, szobahőmérsékleten, 
orbitális rázatón. Az inkubáció után, a lemez felületét megmostuk háromszor steril PBS-sel. Ezt 
követően RA páciensek szérumát 1:10-ben oldottuk 25 mM-os EDTA-t tartalmazó 1%-os BSA 
oldattal, és 50-50 μl szérum mintát a lemezre raktunk, és 3 óráig, szobahőmérsékleten, orbitális 
rázatón inkubáltuk. Ezután a lemezt kétszer megmostuk 100-100 μl PBS-sel, egyszer 100-100 
μl médiummal, és 1*105/lyuk U937-NF-κB sejtet alkalmaztunk a lemezen 0,1 μM Hoechst 
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33342 festékkel, 300 μl médiumban. Az inkubáció 10 óráig tartott, 37 °C-on, 5% CO2 mellett 
HCS készülékkel. 
3.11 A leukociták immunkomplex általi aktivációja 
A 96 lyukú lemezt dsDNS-sel, kontrollként BSA-val befedtük 50 μl/lyuk térfogatban, 
az inkubáció egy éjszakán keresztül zajlott, 4 °C-on, és másnap háromszor mostuk a lemezt 
100-100 μl PBS-sel. A lemez dsDNS-sel fedett részét 50-50 μl 3%-os BSA oldattal (PBS-ben 
feloldva) blokkoltuk szobahőmérsékleten, 45 percig. Majd újra háromszor mostuk a lemezt 
steril PBS-sel. 1:5 arányban hígítottuk az SLE és a kontroll szérumokat CaMg oldattal, és a 
dsDNS-sel fedett felületekre helyeztük a szérumokat, 50-50 μl-es térfogatban. A lemezt 45 
percig inkubáltuk, szobahőmérsékleten. Az inkubációs idő lejárta után a lemezt megmostuk 
kétszer 100-100 μl PBS-sel, egyszer 100-100 μl médiummal, és a már megtisztított ROS 
tartalmú (ld. 3.7.1) leukocitákat 1*105 cells/300 µl koncentrációban a lemezre helyeztük 
médiumban, mind a BSA-val, mind az immunkomplexszel fedett felületre. 3 óráig történt az 
inkubáció (37 °C, 5% CO2). Végül lemértük a fluoreszcencia intenzitás változást Fluoroskan 
Ascent™ készülékkel 485/535 nm hullámhosszon. 
3.12 Fehérvérsejtek adherenciája humán IgG és IgA alosztályokhoz 
A sejtadherenciát az Epic® BenchTop készülékkel (Corning, NY, USA) mértük le Dr. 
Horváth Róbert és Farkas Enikő segítségével. Az Epic® egy jelölésmentes optikai bioszenzor, 
amely a sejtek szétterülését, mint tömegváltozást tud nyomon követi pikométerenként 
(Orgovan és mtsai., 2014). A 384-felületű lemezt befedtünk 20-20 µg/ml humán monoklonális 
IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgA1, IgA2 antitesttel valamint BSA-val 10-10 µl térfogatban. 
A lemezt 3 óráig inkubáltuk 37 °C-on, majd az oldatokat leszívtuk és háromszor mostuk a lemez 
felületét 50-50 µl médiummal. Az alapvonalat felvettük az Epic® szoftverrel, 1 órán keresztül. 
A megtisztított leukocitákat felvettük 2,5*104 sejt/50 µl koncentrációban médiumban, és 50-50 
µl sejt szuszpenziót helyeztünk felületenként. Az eredményeket MS Excel szoftverrel, majd R 
programmal értékeltük ki. 
3.13 A HCS mérés és adat analízis 
A HCS-es mérésben Hegyi Zoltán és Dr. Homolya László nyújtottak segítséget. Az 
U937 sejteknél dózis-függő analízis és az immunkomplex indukált sejtaktivációs kísérletek 
voltak az ImageXpress Micro XL (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) 20 x-os 
objektívvel lemérve. A Hoechst festék (447/60 nm) és a GFP fehérje (536/40 nm) 
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fluoreszcencia szignálját 377/50 nm és 482/35 nm hullámhosszon mértük le. A sejteket 37 °C-
on párásított levegőn, 5%-os CO2 mellett inkubáltuk. A mikroszkóp szoftvere 10 kép/mezőre 
készített kétszeres binning mellett, amely a pixel szám megfelezését jelenti, mind a kék, mind 
a zöld csatornában 50 illetve 200 ms expozíciós idővel. 
Az analízist a MetaXpress® High Content Image Acquisition & Analysis Software 
Version 5.3 programmal végeztük el. A sejtek méreténél 6-35 μm állítottuk be. A sejtek GFP 
intenzitásának a geometriai átlagát az R version 3.2.0 szoftverrel értékeltük ki, és az analízist 
MS Excel programmal végeztük el. 
3.14 A microarray mérése és analízise 
A citrullinált VCP2 peptidet MilliQ vízzel feloldottunk 4 mg/ml koncentrációban, és 
kinyomtattuk 16 al-chip-et tartalmazó nitrocellulózzal borított FAST tárgylemezre (Main 
Manufactoring Grand Blanc, MI, USA) sciFlexarrayer S11 műszerrel (Scineon AG, 
sciArraying service, Berlin, Németország) három párhuzamos pontban, majd 4 °C-on tartottuk 
fóliába csomagolva, felhasználásig. A száraz chip-eket miután kamrákba helyeztük, 
megmostuk PBS-ben 15 percig, majd 1:5-ben hígítottuk a szérumokat 25 mM EDTA, 0,05% 
Tween 20 és 5% BSA tartalmazó PBS-ben, majd 1 óráig, 37 °C-on tartottuk. A szérummal 
kezelt tárgylemezeket megmostuk 0,05% Tween tartalmú PBS-sel, majd a lemezek felületére 
1:2500 hígításban Dylight 649 festékkel konjugált GAH-IgG F(ab’)2 (Jackson 
ImmunoResearch, UK) vagy 1:1000 hígításban Cy5 festékkel konjugált GAH-IgG F(ab’)2 
ellenanyagot (Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, UK) 5% BSA-t, 0,05% Tween-t 
tartalmazó PBS-sel raktunk ki. Az inkubáció 30 percig, szobahőmérsékleten történt, ezután 
megmostuk a lemezt PBS-Tween-nel, majd megszárítottuk és beszkenneltük a FLAIR 
Fluorescent Array Imaging Reader (Sensovation, Radolfzell, Németország) eszközzel. Az 
adatok kiértékeléséhez az Array-Reader szoftvert (Sensovation, Radolfzell, Németország) 
használtunk. A jel intenzitásának meghatározásához a három párhuzamos pontnál kapott jel 
erősségének a középértékéből kivontuk pontok körüli háttér középértékét. Azért, hogy a további 
számításokat megkönnyítsük, a negatív értékeket önkényesen 1-nek vettük. A chipek 
nyomtatása két külön menetben zajlott, ezért kompenzálni kellett a két nyomtatási menet közti 
esetleges eltérésekre. Az adatokat két lépésben normalizáltuk. Az első lépésben a nyomtatási 
meneteket külön értékeltük, lemez specifikus normalizációs faktort számoltunk a szérummal 
nem kezelt al-chip-ekből származó jelekből. A kinyomtatott humán IgG és humán IgA pontokat 
használtuk az IgG és IgA jelek normalizációjához. Egy második normalizációs lépést is 
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használtunk, hogy kompenzáljuk a két külön nyomtatási menet közti esetleges különbségeket. 
Az adott nyomtatási menet értékeit elosztottuk a kontroll mintákon kapott az adott antigénen 
mért értékek geometriai átlagával. 
3.15 Kapilláris rendszer készítése 
A mikrofluidikai kapilláris rendszer kialakításához szükséges öntőformát Dr. Fürjes 
Péter és Holczer Eszter készítette el az MTA-Műszaki Fizikai és Anyagtudományi Intézetében. 
Soft litográfia segítségével hoztuk létre a formát, amely során lágy polimer anyagból epoxi 
alapú negatív lenyomatot készítettek (SU-8 2005 fotoreziszt) “spin coated” technikával 
szilicium lemezre. Első lépésben két rétegben fedtük SU-8 fotoreziszttel Bretwer Science Cee 
200CBX készülékkel 4000 rpm-en a szilícium lemezeket, majd UV litográfiával alakítottuk ki 
a mintázatot. Az UV litográfiához szükséges maszk Heilderberg DWL 66+ lézeres mintázat 
generálóval készült. Az elősütött SU-8 filmet Süss Microtec MA6 maszk illesztőben 
exponáltuk UV fényben, majd az exponálatlan rezisztet 1-methoxy-2-propyl acetát oldattal 
távolítottuk el. A strukturált fotoreziszt motívumot 90 °C-on inkubáltuk, így kialakítva a 
mikrofluidikai kamra formáját. 
Az öntvény kialakításához Sylgard 184 dimetil-polisziloxán (PDMS) prekurzort, a 
keresztkötő ágenst (DOW Corning) és a dimetil-sziloxán etilén oxid blokk kopolimert (PEO) 
100:10:0,75 (V/V) arányban összekevertük. A gélt ráöntöttük az öntőformára, és 1 óráig 80 °C-
on hagytuk polimerizálódni, majd miután megszilárdult a lemezről lehúztuk a gélt, kivágtuk a 
mintákat, végül átlyukasztottuk a be- és kivezető nyílásnál a gélt. A PEO segítségével értük el, 
hogy az egyébként hidrofób PDMS gél hidrofillé váljon, lehetővé téve a minták autonóm 
áramlását 
A rheumatoid artritisre jellemző a citrunillált fehérjék jelenléte. A két citrullinált fehérje 
epitópot, 1 mg/ml HCP2 és 2 mg/ml VCP2 peptideket (3.6 ábra), a Firenzei Egyetemen 
készítettek el. Ezeket a peptideket kinyomtattuk Nexterion H hidrogéllel fedett tárgylemezre. 
A peptid pontok mellett 0,5 mg/ml koncentrációban monoklonális IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 
ellenanyagok és negatív kontrollként BSA fehérje lett kinyomtatva Calligrapher microarray 
(BioRad) készülékkel. A kinyomtatott lemezeket 37 °C-on, párás környezetben inkubáltuk 
1óráig, hogy létrejöjjön a kovalens kötődés a lemez és a fehérje között. Ezután 100 mM Tris 
pufferrel inkubáltuk a lemezeket, hogy a szabad reaktív csoportokat blokkoljuk. A következő 
lépésben háromszor 5 percig PBS-sel mostuk a lemezt, és egyszer átöblítettük MQ-val, a végén 
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megszárítottuk lemezt centrifugával. PDMS-PEO mikrofluidikai kamrát ráhelyeztük a 
fehérjéket tartalmazó tárgylemezre, így létrehozva a zsebes kamrarendszert.  
 
3.6 ábra A HCP2 és a VCP2 peptid aminosav szekvenciája. Az RA során citrullinált proteinek 
képződnek. A kísérleteink során két féle citrullinált peptiddel végeztünk méréseket: A HCP2 
(hiszton 4 antigén) és a VCP2 (Epstein Barr vírus nukleáris antigén). 
3.15.1 Az U937 sejtek kötődésének detektálása kapilláris rendszerben 
Először a zsebes rendszert nedves kamrába helyeztük legalább egy órára a kísérlet előtt, 
illetve minden kísérleti lépés között, hogy meggátoljuk a feltöltött folyadék elpárolgását. A 
szérum minták 1:5-ben lettek hígítva 5% BSA-t, 2,5 mM CaCl2-ot, 0,7 g MgCl2-ot tartalmazó 
oldattal, hogy működjön a komplement rendszer. 10 μl hígított szérummal feltöltöttük az első 
kamrát, és 37 °C-on 15 percig inkubáltuk. Az U937 sejtekkel végeztük el ezeket a kísérleteket, 
3*107 sejt/ml koncentrációra állítottuk be a sejtsűrűséget 10% FBS-et tartalmazó RPMI-1640 
médiummal. 10 μl sejtszuszpenziót pipettáztunk a bevezető nyílásba, majd 37 °C-on, 30 percig 
inkubáltuk. Végül 20 μl 0,25% metilénkéket adtunk a rendszerhez PBS-ben, és 
szobahőmérsékleten, 4 óráig. inkubáltuk, majd a kikötődött sejteket vizualizáltuk Leica 
DMS1000 mikroszkóppal (4.3 ábra). A tárgylemezen a kontroll pontok átmérője 250 μm, a 
peptidek átmérője 400 μm volt. Minthogy a sejtek átmérője kb. 10 μm volt, egy kontroll ponton 
kb. 560 darab sejt, a peptid ponton pedig kb. 1400 darab sejt férhet el. A kiértékelést GenePix 
Pro 6.0 szoftverrel végeztük, amelynek során az antigénhez kötődött sejtek körüli pontokra egy 
kör alakú rácsot helyeztünk a szoftverben. A szoftverben a ponton belüli össz pixel intenzitásból 
kivontuk a pixelek számával megszorzott helyi hátteret, ez az érték tükrözi a megkötődött sejtek 
számát. (A peptid specifikus ellenanyag szintek mérését ld. 4.3.2) 
3.15.2 A neutrofil granulociták adhéziójának mérése mikrofluidikai kamrában 
 Hasonló módszerrel végeztük el a kísérletet neutrofil sejtekkel. A különbség a 
tárgylemezre kipontozott anyagokban, és a sejtek láthatóvá tételéhez szükséges reagensben 
volt. Tehát, Nexterion tárgylemezre BSA, monoklonális IgG3 és dsDNS volt kinyomtatva 0,5 
mg/ml koncentrációban a BioOdyssey Calligrapher (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
készülékkel. A nyomtatás után blokkoltuk a felületet, majd PBS-sel megmostuk. Miután 
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megszáradt, ráhelyeztük a PDMS-PEO gélt, és nedves kamrában hagytuk 30 percig keresztül 
szobahőmérsékleten. Ezután a kapilláris bevezetőnyílásán keresztül feltöltöttük a kamra első 
zsebét 1:5 hígítású SLE-s szérummal, amely CaMg oldattal lett hígítva. Majd az inkubációt 
követően (15 perc, 37 °C, 5% CO2, párásított inkubátor), 10-10 l 1*10
7 sejt/ml koncentrációjú 
szuzpenziót adtunk a bevezető nyíláshoz, majd 30 percig folytattuk az inkubációt. Végül 2X10 
l DAB (diaminobenzidin) festék oldattal (3.7 ábra) festettük, majd 10 perccel később a Leica 
mikroszkóppal lefényképeztük. 
 
3.7 ábra A DAB struktúraja (Nuovo, 2013 alapján). 
3.17 Statisztikai analízisek 
3.17.1 Az U937-NF-κB sejteknél végzett kísérletek statisztikája 
Átlag±SEM értékek az ábrákon szerepelnek és a kétmintás Student t-próbát használtunk 
ott, ahol megbecsültük a szignifikáns különbséget a kontrollhoz viszonyítva. Az 
immunkomplex általi sejtaktivációs kísérletnél, a csoportok összehasonlítására a Kruskal-
Wallis próbát követő Dunn próbát alkalmaztunk. A GraphPad Prism 5.00 szoftvert használtuk 
az adatok kiértékeléséhez, 95% szignifikancia szint (*p<0,05) mellett. 
3.17.2 A leukocitáknál végzett mérések statisztikai analízise 
Egymintás t-próbát alkalmaztunk az Fcγ receptokkal végzett sejtaktivációnál, kétmintás 
t-próbát használtunk az autoimmun ellenanyagokkal bekövetkező sejtaktivitáshoz. A 






4.1 U937-NF-κB riporter sejtvonal jellemzése és alkalmazása gyulladási 
immunkomplexek kimutatására 
 
4.1 ábra Biokémiai detektálás helyett biológiai detektálást végeztünk. Az antigénre specifikus 
ellenanyagokat nem másodlagos ellenanyaggal, hanem sejtekkel, itt az U937-NF-κB 
sejtvonallal mutattuk ki. Ezekben a monocitákban NF-κB-GFP promóter szekvenciát 
tartalmazó plazmid található, ha aktiváció éri a sejtben az NF-κB jelpályát, akkor GFP-t fog 
termelni, amely fluoreszcensen detektálható.  
4.1.1 Az U937 és az U937-NF-κB sejtek sejtfelszíni receptor-profilja nem változott a 
transzfekció során 
Az U937 monocita sejtvonalat stabilan transzfektálta Dr. Szittner Zoltán kollégám, egy 
NF-κB-GFP promótert tartalmazó plazmiddal. A szelekció után, a sejteket klónozta, és 
létrehozta az U937-NF-κB sejtvonolat, amely az NF-κB útvonal aktivációja hatására GFP-t tud 
kifejezni. Az U937 sejtvonal expresszálja az IgG megkötésére képes Fcγ receptorok közül, a 
magas affinitású FcγRI-et, az alacsony affinitású FcγRII-t, valamint az IgA-t alacsony 
affinitással megkötő FcαRI-et (4.1.1/A ábra). Megvizsgáltuk, hogy az U937-NF-κB sejtvonal 
is expresszálja-e ezeket a receptorokat (4.1.1/B ábra). Megjelöltük az U937 és az U937-NF-κB 
sejteket, anti-FcγRI, anti-FcγRII, anti-FcγRIII és anti-FcαRI ellenanyagokkal. Az Fc receptor 




4.1.1 ábra Fc receptor expressziója U937-NF-B sejtvonalon. U937 sejtek kifejezik az FcγRI, 
az FcγRII, az FcαRI receptorokat, az FcγRIII receptort nem expresszálja (A). A transzfekció 
nem okozott változást az Fc receptorok kifejeződésében az U937-NF-κB sejtekben (B). Az U937 
és az U937-NF-κB sejtek meg lettek jelölve PE-konjugált anti-FcγRI, anti-FcγRII, anti-FcγRIII 
és az anti-FcαRI ellenanyagokkal. A hisztogramok a következőket jelentik: a jelöletlen sejtek 
(szürkével kitöltött hisztogram), az megfelelő izotípus kontroll (szaggatott vonal), és a 
specifikus ellenanyaggal megjelölt sejtek (fekete vonal) fluoreszcenciáját.  
4.1.2 U937-NF-κB sejtek aktiváció hatására GFP fehérjét termeltek 
Ezt a mérést Dr. Szittner Zoltán végezte el. Pozitív kontrollként a méréseinkben LPS-t 
használtunk. Az LPS-t a humán sejtek TLR4 receptora köti meg, innen indul el a jelátvitel a 
sejtmag irányába, és elkezdődik az NF-κB hatására a GFP transzkripciója. Ez a jelátvitel más 
úton halad, mint az FcR-on keresztüli jelátvitel. Először az LPS hatását ellenőriztük. Az U937-
NF-κB sejtek a GFP-t időfüggő módon termelték, és kb. 12 óránál tetőzött a GFP expressziója, 
míg a kezeletlen sejtek expressziója változatlan maradt (4.1.2/A ábra). Majd arra kerestük a 
választ, hogy a humán IgG hatására is termelnek-e a sejtek GFP-t. A sejteket inkubáltuk hIgG-
vel, vagy felszínhez kötve, vagy szolúbilis formában, vagy pedig blokkoltuk a kikötött hIgG-t 
F(ab’)2 fragmenssel. A szolúbilis IgG nem aktiválta a sejteket. Az immobilizált IgG hatására 
elindult a GFP átírása, a felület blokkoló ellenanyag-fragmens, ezt az aktivációt gátolta. Mivel 
ez a fragmens, az antitestek F(ab’)2 része, ezért megbizonyosodtunk, hogy az ellenanyagok Fc 




4.1.2 ábra Az U937-NF-κB sejteken aktiváció hatására elinduló az NF-κB jelátvitel. A 
sejteket szolúbilis 10 μg/ml LPS-sel kezeltük, áramlási citométerrel történt a mérés, 24 óráiglps 
tartott a sejtek fluoreszcencia intenzitásának a mérése. A kezeletlen sejtek fluoreszcencia 
értékét használtuk negatív kontrollnak (A). Sejtaktiváció történt 10 μg/ml hIgG hatására, nem 
volt aktiváció 10 μg/ml F(ab’)2 jelenlétében és a szolúbilis IgG (sIgG) nem okozott 
sejtaktivációt. A kezeletlen sejtekhez viszonyítottuk a fluoreszcencia értékeket.. 
4.1.3 Szilárd felszínhez kikötött immunglobulinok aktiválták az U937-NF-κB sejtek GFP 
termelődését idő- és dózisfüggő módon 
U937-NF-κB sejteket inkubáltuk 20 μg/ml koncentrációtól csökkenő felező hígításban, 
humán immunglobulinnal fedett szilárd felületen, hogy megállapítsuk a sejtek GFP 
termelődését, azaz a különböző Ig izotípusú alosztályok hatására bekövetkező sejtaktivációt 
(4.1.3 ábra). Két óránként mértük le a sejtek fluoreszcencia intenzitását, 13 óráig. IgG3-mal és 
IgG4-gyel fedett felületen az U937-NF-κB sejtek erős aktiváltságát mutatta a GFP termelődés, 
míg az IgG1 hatására csak egy kis aktiválódás volt észlelhető. Az IgG2, az IgA és az IgM 
hatására nem mutatták aktiváció jelét a sejtek. Az LPS-indukált sejtaktiváció, mint pozitív 
kontrollként szolgált, mert más szignalizációs útvonalon fejti ki a hatását, az NF-κB útvonal 
elindítását, mint az immunglobulinok. Az immunglobulinnal fedett felületen a sejtek által 




4.1.3 ábra Az U937-NF-B sejtek idő- és dózisfüggő aktivációja. Az U937-NF-B sejtek 
aktivációját 96-lyukú lemezen teszteltük 50 μl humán IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgM 
valamint BSA (az adat nincs bemutatva) jelenlétében, amelyek koncentrációját felező 
hígításban 20 μg/ml-től 1,25 μg/ml-ig állítottuk be, a mérés az egy óráig tartó leülepedés után 
12 óráig tartott HCS készülékkel (A-F). A kapott eredmények normalizálva voltak a BSA-val 
kezelt felszínhez kikötött sejteken mért fluoreszcencia intenzitással. Az LPS szolúbilis formája 
volt a pozitív kontroll, mert más útvonalon indítja be az NF-κB útvonalat, mint az Fc receptoron 
keresztüli jelátvitel (G). 
4.1.4 Az U937-NF-κB sejtek aktivációja többnyire a magas affinitású FcγRI-en keresztül 
történt 
Annak megállapítására, hogy mely FcγR felelős a sejtaktivációért, megmértük 
immobilizált anti-FcγRI, anti-FcγRII és anti-FcγRIII monoklonális ellenanyagokkal fedett 
felületen az U937-NF-κB sejtek GFP termelődését (4.1.4/A ábra). Az anti-FcγRI ellenanyaggal 
mért aktiváció bizonyult a leghatékonyabb stimulusnak az anti-FcγRIII ellenanyaghoz képest, 
amely negatív kontrollként is szolgált. Az anti-FcγRII ellenanyaggal fedett felületen is 
termeltek a sejtek GFP-t, de ez a mennyiség elmaradt az anti-FcγRI ellenanyaggal mért 
értékekhez képest, amely azt mutatta, hogy leginkább az FcγRI felelős az FcγR keresztüli NF-
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κB aktivációért az U937-NF-κB sejtek esetében. A jelenség mélyebb megértésre, elvégeztük a 
következő kísérletet: U937-NF-κB sejteket inkubáltuk immobilizált IgG4 mellett úgy, hogy 
szolúbilis IgG1, IgG3 vagy IgG4 volt a környezetben (4.1.4/B ábra). Minthogy az FcγRI a 
monomer IgG-t is képes megkötni, azt vártuk, hogy a telítés mértéke csökkenni fog, kevesebb 
GFP-t fognak termelni a sejtek a szolúbilis és az immobilizált IgG-k között fellépő versengés 
miatt. Az IgG4 magas affinitással köti az FcγRI-et, de az FcγRII-et nem, ezért azt vártuk, hogy 
az IgG4 az FcγRI-gyel fejt ki aktivációt. Az FcγRI bár nagy affinitással köti az IgG4-et, az 
IgG1-gyel és az IgG3-mal nagyobb affinitású kötést képes kialakítani. A szolúbilis sIgG1 és az 
sIgG3 csökkentette az IgG4 általi aktivációt, már kisebb dózisban is, összehasonlítva az sIgG4-
gyel szemben, ami csak a legnagyobb dózisban hatott. Ahogy növeltük a dózisát a szolúbilis 
immunglobulinoknak, a sejtek aktivációjának csökkenését vártuk. Az sIgG1 gátolta az 
sejtaktivációt 13%-tól 46%-ig, a sIgG3 gátolta sejtek aktivációját 23%-tól 77%-ig, míg az 
sIgG4 szignifikánsan, csak a legnagyobb dózisnál gátolta a sejtaktivációt 44%-kal. A kapott 
eredményekből az látható, hogy miután az FcγRI telítődése részben megtörtént, a receptor 
kötött IgG molekulák versengtek azokkal, amelyek immunkomplexben álltak az FcγRI-gyel, 
ezért csak a magas affinitással kötődött IgG alosztályok voltak képesek aktivációt elindítani a 
FcγR-on keresztül. 
 
4.1.4 ábra Az U937-NF-κB aktivációja leginkább az FcγRI-gyen keresztül valósul meg. Az 
U937-NF-κB sejteket aktiváltuk anti-FcγR (5, 10, 20 μg/ml) ellenanyagokkal fedett felületen 
(A). A sejtaktiváció le lett mérve IgG4-gyel fedett felületen is, szolúbilis IgG1, IgG3 és IgG4 
jelenlétében három dózisban (10, 20, 30 μg/ml). A kezeletlen sejtek az IgG4-gyel fedett felületen 
kontrollként szolgált (fekete oszlop), a kezelt sejteket jelentik a szürke oszlopok, erősödő színnel 
a nagyobb koncentrációt jelentik. Az eredmények átlag%±SEM értékeket jelentik, (n=9), 
*p<0,05 a kontrollhoz képest (kezeletlen sejtek). 
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4.1.5 Az IgA szinergizmust mutatott az IgG-vel, amikor együtt aktiváltuk velük a sejteket 
Bár az IgA önmagában nem aktiválta a sejteket, megmértük IgG-vel kombinálva is 
(4.1.5 ábra). Különböző arányokban alkalmaztuk az IgA-t az IgG alosztályokhoz képest. Az 
IgA szignifikánsan megnövelte az IgG3 általi aktivációt, az IgG4-nél is megnövelte, bár nem 
szignifikánsan. Az IgG1 és az IgG2 esetében, az IgA nem növelte meg az U937-NF-κB sejtek 
GFP termelődését. Az ezt követő kísérletekben autoantitestek biológiai detektálását végeztük 
el a riporter sejtekkel, olyan betegségre koncentrálva, melyre jellemző az IgG és az IgA 
ellenanyagok jelenléte, amelyek potenciális NF-κB aktivátorok, ezért hozzájárulnak a 
gyulladási folyamatok kialakulásához.  
 
4.1.5 ábra Az U937-NF-κB sejtek aktivációja IgG-vel fedett felületen IgA jelenlétében. U937-
NF-κB sejteket szilárd felszínen aktiváltuk 5 μg/ml IgG1 (A), IgG2 (B), IgG3 (C), IgG4 (D) 
ellenanyagokkal 5 és 10 μg/ml IgA-val kombinálva. Az egyes IgG hatására bekövetkező átlagos 
fluoreszcencia intenzitásváltozást a kezeletlen sejtekével (csak médiumban) normalizáltuk. Az 
eredmények átlag% ± SEM értékekben adtuk meg, *p<0,05 a kontrollhoz képest (IgA nélkül). 
4.1.6 Az immunkomplexek aktiválták az NF-κB transzkripciós faktoron keresztüli de 
novo proteinszintézist az U937-NF-κB sejtekben 
Annak megállapítására, hogy az U937-NF-κB sejtek képesek-e jelezni az 
autoantitesteket, RA betegek szérumát inkubáltuk az RA-specifikus citrullinált ún. VCP2 
peptiden, így immunkomplexet hozva létre. Először, a szérum mintákat a VCP2 peptid elleni 
IgG és IgA reaktivitás alapján négy csoportra osztottuk: a dupla pozitív IgG+IgA+, az 
egyszeresen pozitív IgG-IgA+, az egyszeresen pozitív IgG+IgA- és a dupla negatív IgG-IgA- 
csoportba (4.1.6/A ábra). Majd a szérumok által kialakított immunkomlexeken inkubáltuk a 
sejteket, és vártuk az IgG és az IgA mediált sejtválaszt (4.1.6/B ábra). A dupla pozitív 
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szérumokból származó ellenanyagok aktiválták a legjobban az U937-NF-κB sejteket, egy 
szérum aktiválta az IgG+IgA- csoportból a sejteket, és az IgG+IgA- csoportból származó 
ellenanyagok nem okozták a GFP termelődést, valamint az IgG-IgA- szérumok sem aktiválták 
a sejtek, ezek a kontroll szérumok voltak. Mivel a dupla pozitív sejtek kimutatására alkalmas 
volt a riporter sejt, ezért az U937-NF-κB riporter sejtek megfelelők lehetnek további gyulladási 
immunkomplexek kimutatására.  
 
1.6 ábra ACPA kimutatása az U937-NF-κB riporter sejtekkel. Megmértük az RA betegek 
szérumának az IgG és az IgA reaktivitását a VCP2 peptid ellen mikromátrix műszerrel (A). A 
reaktivitást az anti-IgG és anti-IgA ellenanyagokkal analizáltuk, és az eredmények relatív 
fluoreszcencia értékben vannak megadva. Tízszeresen hígított RA szérumot inkubáltuk a VCP2 
szérumon, majd mosás után ráhelyeztük a riporter sejteket. A sejtaktivációt a kezeletlen 
sejtekkel normalizáltuk (BSA felületen). Kruskal-Wallis és Dunn tesztet alkalmaztunk a 
szignifikáns különbségek kimutatására (*p<0,05). 
4.2 A sejtválasz mérése különböző IgG alosztályok hatására neutrofil granulocitákon 
A sejtválasz mérését beállítva a riporter sejtek segítségével, egészséges donorok primer 
sejtjeivel is elvégeztük a méréseket. Hogy a primer neutrofil sejtek is riporter sejtek legyenek, 
kihasználtuk az általuk aktiváció hatására nagymértékben termelt reaktív oxigéngyököket. 





4.2 ábra Az antigén-specifikus ellenanyagokat másodlagos ellenanyagok helyett, itt neutrofil 
sejtekkel mutattuk ki. A neutrofil sejtekhez DHR-123 festéket adtunk. A sejtek nyugvó 
állapotában a DHR-123 nem alakul át fluoreszcens rodamin-123 molekulává. Amint a sejtet 
aktivációs stimulus éri, a sejtekben megnő a H2O2 szint megnő intracellulárisan, és a reaktív 
oxigéngyökök oxidálják a festéket, amely fluoreszcenssé válik. 
4.2.1 A neutrofil granulociták FcR expressziós mintázata 
Annak vizsgálatára, hogy megerősítsük a vizsgált neutrofil sejtek FcR expresszióját, 
megmértük áramlási citométerrel azokat (4.2.1 ábra). Az irodalom szerint, a neutrofil sejtek 
kifejezik az FcγRII mindkét izoformáját, az aktiváló FcγRIIA-t és a gátló FcγRIIB-t valamint 
az FcγRIIIB-t, az FcγRI-et is expresszálják gyulladási folyamatokban. A mi mérésünk is 
hasonló képet mutatott, azzal a különbséggel, hogy az FcγRI-nek bár nagyon alacsony, és 




4.2.1 ábra Neutrofil granulociták FcR expressziós profilja. A feketével kitöltött hisztogramok 
a sejtek autofluoreszcenciáját mutatják. A szaggatott vonallal jelölt hisztogramok a sejtek 
izotípus kontrollját mutatják, míg a fekete vonallal jelzett hisztogramok a specifikus receptorok 
jelölését jelzik, amelyeket áramlási citométerrel mértünk le. Ez egy reprezentatív ábra, több 
mérésünk is hasonló eredményt adott. A sejtek, egészséges donorok véréből származott. 
4.2.2 Neutrofil sejtek ROS képződésének indukálása különböző IgG izotípussal 
Annak vizsgálatára, hogy az FcγR-ok képesek-e reaktív oxigéngyökök létrehozására, a 
szilárd felszínt különböző immunglobulin alosztállyal vontuk be, és olyan neutrofil sejteket 
helyeztünk a felületre, amelyekhez DHR-123-at adtunk. A négy monoklonális IgG alosztállyal 
és az IgA osztállyal valamint a poliklonális IgG4-gyel végeztünk méréseket (4.2.2 ábra). A 
BSA felületen mért aktivációval normalizáltuk az ellenanyagokon mért adatokat. Az összes Fcγ 
receptorhoz a legalacsonyabb affinitással bíró IgG2 alosztály hatására, amely gyenge 
stimulátor, nem történt aktiváció. Az IgG3, az IgG4 akárcsak az IgA egy erős stimulátor volt, 
az IgG1-hez képest, amelynek csak egy kis hatása volt megfigyelhető. Az IgG4-ről az található 
az irodalomban, hogy egy inert molekula, mégis a mi mérésünkben erős aktivátor volt. Mivel 
ezeket a méréseket monoklonális, mielómából származó ellenanyaggal végeztük el, megnéztük 
humán szérumból tisztított poliklonális IgG4-gyel is a mérést, és ennél a kísérletnél is az volt 
tapasztalható, hogy az IgG4 esetében, ennél a körülménynél is volt aktiváció. Az előző 
tanulmányunkban is az IgG4 stimulálta a sejtek NF-B jelpályáját (ld. 4.1.3 ábra). Tehát 




4.2.2 ábra A neutrofil sejtek dózis-függő aktivációja humán immunglobulinok hatására. A 
sejtek aktivációját a szilárd felszínre kikötött BSA, monoklonális IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA 
és a poliklonális IgG4 hatására mértünk le. Az ellenanyagokat felező hígításban alkalmaztunk 
20-1,25 μg/ml koncentrációig. Majd a sejteket a fedett felületre helyeztük, és az aktivációt jelző 
fluoreszcens riporter festéket, a dihidrorodamin oldatot a sejtekhez adtunk. Az eredményeket a 
BSA felületen mért fluoreszcencia értékkel normalizáltuk. A poliklonális IgG4 ellenanyaggal 
történő mérés során, 9 különböző donor sejtjeit mértük le, mint a monoklonális antitesteknél. A 
vér egészséges önkéntesektől származott. 
4.2.3 A neutrofil granulocitákon expresszálódó Fcγ receptorok aktiváló hatásai 
Az immobilizált ellenanyagok, mint a felszínhez kötött immunkomplexek, Fcγ 
receptorokon keresztül kötődnek a sejtekhez. Mint a korábbi tanulmányunkban (ld. 4.1.4), Fcγ 
receptor elleni antitesttel aktiváltuk a neutrofil sejteket (4.2.3 ábra). A BSA-n kapott ROS 
értékeket használtuk normalizáló faktornak. Az anti-FcγRIII nem aktiválta a sejteket, ahogy azt 
vártuk, mert a neutrofil sejteken az FcγRIIIB izoforma expresszálódik, amely GPI-horgonyzott 
molekula, és önmagában nem okoz aktivációt. Az anti-FcγRI és az anti-FcγRII hasonló 
mértékben aktiválta a sejteket. Mivel nyugvó állapotú neutrofil sejteken is kis mértékben 
kifejeződik az FcγRI, és rajta keresztül aktiválódtak a sejtek, ezért ez a megállapítás 




4.2.3 ábra A neutrofil sejtek aktivációja FcγRI és FcγRII receptorokon keresztül 
indukálható. A sejtaktivációt követő ROS termelődést mértük a 20 μg/ml anti-FcRγ 
ellenanyagokkal fedett felületeken. Az y-tengelyen a fluoreszcencia intenzitás látható, miután 
normalizáltuk a BSA felületen kapott fluoreszcencia értékkel. A vér 4 egészséges donortól 
származott. A vízszintes vonal az átlagot mutatja. Egymintás t-próbát alkalmaztunk, hogy 
megállapítsuk a szignifikancia az értéket BSA és az FcγR receptorok között. 
4.2.4 Az autoimmunkomplexek sejtaktiváló hatása  
A következő lépésben autoantitestekkel hoztuk létre az immunkomplexeket, ezáltal a 
sejtek ROS termelődését vizsgáltuk (4.2.4 ábra). A normalizálásnál a BSA, felszínen képződött 
ROS képződés szolgált. Az immun-komplexeket, a duplaszálú-DNS-en inkubált normál és 
SLE-szérumokból kikötődött ellenanyagok adták. Neutrofil sejteket egészséges donorokból 
izoláltuk, és ezek a sejtek hatékonyan aktiválódtak a szeropozitív betegek szérumának hatására, 
viszont amikor a normál szérumokat alkalmaztunk nem történt ROS képződés. Tehát meg 
tudtok különböztetni a beteg és az normál szérumokat. A mi rendszerünk, ahol az 
autoantitesteket szilárd hordozóra kötve immunkomplexet hozunk létre, és így aktiválni tudjuk 
a neutrofil sejteket, alkalmas lehet patológiás szérumokban jelenlévő autoantitestek 




4.2.4. ábra Az SLE-s autoantitestek hatására a neutrofil granulociták aktiválódnak. A sejtek 
ROS termelődését, a dsDNS molekulával befedett felületen mértük az SLE-s és az egészséges 
önkéntesek szérumának jelenlétében. Az ábrán minden pont háromszor megismételt kísérlet 
átlagát jelenti, amelyben ugyanazokat a szérumokat, de különböző egészséges donorból 
származó neutrofil granulocitákat használtunk. Az y tengelyen, a BSA-n mért fluoreszcencia 
intenzitások normalizált érték láthatók. Kétmintás t tesztet alkalmaztunk, hogy kiszámoljuk a 
szignifikancia értékeket. 
4.2.5 A sejt adherencia kimutatása különböző Ig alosztállyal 
A neutrofil sejtek azáltal, hogy hozzákapcsolódnak a szilárd felszínhez kikötődő 
immunglobulinokhoz, az Fc receptorokon keresztül, nemcsak aktiválódhatnak, hanem a 
létrejövő szignál révén, ROS képződéshez, a citoszkeleton átrendeződhet és az adherenciához 
vezethet. Jelölésmentes, optikai bioszenzort használtunk, hogy megállapítsuk a sejtek 
adherenciájának változásait a kikötődött immunglobulinokhoz (4.2.5 ábra). A mérés során a 
készülék megadta a sejtek törésmutató változásait a szenzor felszínén. Az IgA és az alosztályai 
hatására sokkal, egy nagyságrenddel nagyobb volt az adherencia, mint az IgG alosztályok 
esetében. Az IgG3 hatására a sejtek legjobban adheráltak az IgG alosztályai közül, míg az IgG1 
és az IgG4 egy kismértékű adherenciát közvetítettek, és az IgG2-vel járt a legkisebb válasz 20 




4.2.5 ábra A neutrofil sejtek adherenciája ellenanyagokkal fedett felülethez. A neutrofil 
granulociták adherenciáját vizsgáltuk a BSA, az IgG1, az IgG2, az IgG3 és az IgG4 
molekulákhoz (A), valamint az IgA, az IgA1 és az IgA2 ellenanyagokhoz (B). Az y tengelyen 
látható a bioszenzor válasz. Az öt ismétlés medián±SEM értékét jelzik az ábrán a görbék 
(medián) és szürke sávok (szórás). A vér egészséges önkéntesektől származott. 
4.2.6 Neutrofil sejtek adherenciája autoantitestekkel 
Mikrofluidikai rendszerben vizsgáltuk a neutrofil sejtek adherenciáját autoantitesthez 
(4.2.6 ábra). A kinyomtatott tárgylemezre kinyomtattuk a dsDNS-t, mint a cél autoantigént, az 
IgG3-t, mint pozitív kontrollt és a BSA-t, mint a negatív kontrollt. Ezek az antigének kezelve 
voltak a mikrofluidikai kamrában egészséges vagy lupuszban szenvedő betegek szérumával, 
majd a kamrát feltöltöttük frissen izolált neutrofil sejtszuszpenzióval. Miután kimostuk a nem 
kötődő sejteket a rendszerből, a kötődő sejteket megfestettük DAB festékkel. A DAB festékkel 
láthatóvá válik a sejtek aktivációja, ugyanis a neutrofil sejtek mieloperoxidázt termelnek az 
aktivációjuk során, amely a festék oldatban lévő H2O2-ot hasítani képes. Ennek hatására az 
addig nem oxidáló környezetből, oxidáló lesz, így a DAB festék az eredetileg vízben oldódó 
állapotból, irreverzibilisen oldhatatlan, barna csapadékká válik, nemcsak intracellulárisan, 
hanem az extracelluláris térben is. A BSA-n egy moderált elszíneződés volt látható, mert a 
sejtek nem aktiválódtak a BSA hatására. Az IgG3 ellenanyagon erős barna színt láthattunk, 
tehát történt aktiváció az IgG3 jelenlétében. Az SLE-s páciens szérumával kezelve a dsDNS-t, 
erős barna színt kaptunk, a neutrofil granulociták aktiválódtak, ebből következik, hogy volt a 
beteg szérumában DNS elleni antitest. A kontroll szérumával kezelt kamra csak kismértékű 
barna elszíneződést adott a dsDNS-en, tehát a széruma nem tartalmazott anti-DNS 
ellenanyagot. Ezt megerősítve, grafikusan is ábrázoltuk a medián pixel intenzitását a különböző 
kezeléseknek, amelyek a sejtek számára utalnak. A kontroll szérumhoz a kötődött sejtek száma 
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hasonló volt, mint a BSA esetében. A lupuszban szenvedő beteg szérumához a kötődött sejtek 
száma megközelítette az IgG3-nál kapott értékhez. 
 
4.2.6. ábra A neutrofil granulociták adherenciájának mikroszkópos képe, és ebből számolt 
sejtsűrűség. A reprezentatív képen a neutrofil sejtek antitest-antigén immun-komplexekhez 
történő kötődése látható (A). A sejt kötődés látható SLE (fent) és egészséges (lent) páciens 
széruma esetén. A tárgylemezen DNS, IgG3 (pozitív kontroll) és BSA (negatív kontroll) volt 
kinyomtatva (láthatók a körök). Hogy megszámoljuk a kikötődött sejtsűrűséget, meghatároztuk 
a medián pixel intenzitást kinyomtatott antigéneknél. Az oszlopok mutatják a medián±SEM 
értéket. A vér egészséges önkéntestől származott. 
4.3 Mikrofluidikai rendszerben antigén-specifikus ellenanyagok kimutatása neutrofil 
granulocitákkal 
Hogy áttérjünk a milliliter mennyiségű anyagfelvitelről, mikroliteres mennyiségekre, 
először beállítottuk a mérendő anyagmennyiségeket. A mikrofluidikai rendszer alkalmas kis 
térfogatú minta kezelésére. A mi méréseinkhez elegendő volt 10-10 μl szuszpenziót 




4.3 ábra Mikrofluidikai rendszer kivitelezése. Az első kép a kapilláris rendszert mutatja be, a 
jobb láthatóság miatt, brómfenolkék oldattal feltöltöttük a rendszert (A). A vizsgált antigéneket 
kinyomtattuk (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, HCP2, VCP2) a hidrogéllel kezelt tárgylemezre, arra 
a helyre, ahova az első mikrofluidikai kamra került (B/ bal felső ábra). A mikrofluidikai kamra 
rendszerünk frontálisan is látható, a tárgylemezre ráhelyeztük a PDMS-PEO gélt. Négy fehér 
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színnel jelölt kamrából állt a rendszerünk, a kamrák egymásba nyíltak és egy kamrát 10 μl 
folyadék töltötte fel (lentebb). Először a szérum mintát helyeztük a bevezető nyílásba, majd az 
U937 sejtszuszpenzióval, és végül metilénkék festékkel töltöttük fel a kamrát. Azok a sejtek, 
amelyek kötődtek az antigénekhez a metilénkék hatására, 4 óra inkubációt követően egyenletes 
színűek lettek, és alkalmasak voltak a további analízisre (C). 
4.3.1 A kikötődött sejtek mérésének a beállítása mikrofluidikai kamrában 
Először kinyomtattuk egy hidrogéllel bevont Nexterion H chipre a rheumatoid 
arthritisre specifikus citrullinált peptid antigéneket, a HCP2-t és a VCP2-t, valamint pozitív 
kontrollként a humán IgG1-et, az IgG2-t, az IgG3-at és az IgG4-et, továbbá negatív kontrollként 
a BSA-t, hogy teszteljük a mikrofluidikai rendszert. A PDMS-PEO gélt ráhelyeztük a chipre, 
amely kellő mértékben rögzült a chipen. Így készen állt a mikrofluidikai rendszerünk a 
mérésekre (4.3/A ábra). A kamrán található egy bevezető és egy kivezető nyílás, ha folyadékot 
teszünk a bevezető nyílásba, a kapilláris erő révén halad a mintánk tovább. A bevezető nyílásra 
helyeztük a teszt szérumot, és a szérum feltöltötte az első kamrát, ahova nyomtattuk az 
antigéneket. A szérumban lévő ellenanyagok kötődtek az általuk felismert antigénekhez, így 
immunkomplexek alakultak ki. A következő lépésben az U937 sejtszuszpenziót helyeztük a 
kamrára, és a sejtek kötődtek az immunkomplexekhez. Miután lejárt az inkubáció, metilén-kék 
festékoldatot pipettáztunk a rendszerre, amelynek kettős szerepe volt. Egyrészt a nem kötődő 
sejteket kimosta a rendszerből, másrészt a kötődő sejteket megfestette. Mivel ez a festék csak a 
halott sejteket festi meg, 4 órát kellett várni, hogy minden sejt megfestődjön. A kikötődött 
sejteket fénymikroszkóppal jelenítettük meg. A kiértékeléshez a kinyomtatott IgG3-at 
választottuk kontrollnak, mert az IgG3 aktiválja leginkább a sejteket az Fc receptorokon 
keresztül. A mi rendszerünkben a variábilis koefficiens 13% alatt maradt mind a VCP2, mind 




4.3.1 ábra A sejt kötődés megismételhetősége. Az ábrán a sejt kötődés látható az IgG 
alosztályokhoz és a citrullinált peptidekhez, miután RA-s beteg szérumával kezeltük a 
mikrofluidikai kamrát. Hatszor végeztük el ugyanazt a kísérletet. Humán IgG3-at alkalmaztunk 
kontrollnak, ezért nem szerepel az ábrán. Az ismétlés variációs koefficiensét számoltuk ki. Az 
RU relatív egységet jelenti. 
4.3.2 RA specifikus ellenanyagok detektálása a kapilláris rendszerben kikötött sejtek 
révén 
15 rheumatoid arthritisben diagnosztizált beteg szérumát teszteltük a mi 
rendszerünkben, valamint meghatároztuk a HCP2 és a VCP2 peptidekre specifikus szérumok 
reaktivitását, az alapján, hogy mennyire képesek a sejtek adhéziójára a hIgG alosztályokhoz 
képest (4.3.2/A ábra). Minden szérummintát jellemeztük az össz pixel intenzitásuk alapján 
minden kinyomtatott antigénen (4.3.2/B ábra). Meghatároztuk ezeknek a szérumoknak az 
antigénspecifikus IgG mennyiségét antigén-mikromátrix technikával, és erős pozitív 
korrelációt mutatott a mért ellenanyag mennyiség és a kikötődött sejtek számával (4.3.2/C 
ábra). A VCP2-t tartalmazó immunkomplexekhez több sejt kötődött, és nagyobb jeleket is 
adott, mint a HCP2 esetében. A VCP2 peptidre specifikus ellenanyagokat felismerő U937 
sejtekkel, érzékenyebb megfigyelés érhető el, mint a másodlagos ellenanyagokkal végzett, 
mikromátrx technikával. A további célunk, hogy jelentősen növeljük a mintaszámot és U937 
sejtek helyett a páciensek saját tisztított neutrofil granulocitáit szeretnénk riporter sejtnek 
használni, így be tudnánk vonni az Fc receptorok polimorfizmusát is a kiértékelésbe, ami 




4.3.2 ábra A rheumatoid artritisre specifikus ellenanyagok detektálása. Az U937 sejteket a 
mikrofluidikai kamrába helyeztük, miután a tárgylemezen lévő anyagokat (IgG1, IgG2, IgG3, 
IgG4, HCP2, VCP2, BSA) kezeltük RA-s beteg szérumával. A mikroszkópos ábrán, a kör 
alakban kinyomtatott antigénekhez kötődő sejtek láthatóak 14 különböző szérum esetében, 7 
párhuzamos mérést végeztünk el, de mindegyik szérum esetén csak 1 reprezentatív ábra látható. 
Az antigének a következők voltak: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, HCP2, VCP2, és BSA, mint negatív 
kontroll (A). Az oszlopdiagramok az RA specifikus citrullinált peptidekhez (HCP2, VCP2) 
kötődő sejtek mennyiségét mutatják relatív egységben, (RU). VCP2, HCP2 peptid specifikus 





A monocita eredetű U937-NF-κB sejteket, a monocita/makrofág válaszok 
modellezésére alkalmaztuk. Ezeken a sejteken expresszálódik két, IgG megkötésére szolgáló 
receptor, az FcγRI és az FcγRII, valamint egy IgA receptor, az FcαRI glikoprotein. Az 
irodalomból ismert, hogy az U937 sejtek az FcγRIIA receptorának az R131 izoformáját 
expresszálják (Valenzuela és mtsai., 2015), és nem fejezik ki a gátló, FcγRIIB receptort (Dai és 
mtsai., 2009). Azt vártuk, ha az Fc receptorokat keresztkötik a monomer immunglobulin 
molekulák, akkor elindul az NF-κB jelátviteli útvonal. S ez így is történt, mert a sejtekbe 
transzformált plazmid, az NF-κB promóter által szabályozott GFP molekulát kódolja, ezért 
amikor aktivációs stimulus érte a sejteket, akkor megnőtt azok fluoreszcencia intenzitása. Tehát 
az aktiváció mértékével arányosan mennyiségű GFP-t termelt. Ezt különböző fluoreszcens 
technikával tudtunk detektálni (FACS, HCS, Fluoroskan). Először megállapítottuk, hogy az 
immobilizált Ig-vel aktivált U937-NF-κB sejteken belül az NF-κB transzlokálódott, amely 
hatására GFP termelődött. Igazoltuk, hogy ez az aktiváció az immunglobulinok Fc fragmensén 
keresztül történt: egyrészt az immobilizált IgG blokkolása anti-humán F(ab’)2 fragmenssel 
meggátolta az aktivációt, másrészt a szolúbilis hIgG nem okozott aktivációt, hiszen szolúbilisen 
nem tudta keresztkötni az ellenanyag az FcγRI és az FcγRII receptort. Tehát az ellenanyagok 
Fc része volt felelős az aktiváció jelátviteli útvonaláért. 
Az NF-κB nagyon alaposan jellemzett transzkripciós faktor, mint az immunválasz 
fontos gyulladási regulátora (Tak és Firestein, 2001). A TLR ligandumokra adódó aktivációs 
mechanizmus válaszuk is jól tanulmányozott (Medzhitov, 2001). A monocitákról és az U937 
sejtekről ismert, hogy termelik a TNF-α-t, a G-CSF a MIP-1β (makrofág gyulladási fehérje 1β), 
az IL-6 fehérjéket LPS hatására, ezért az NF-κB jelátviteli útvonalnak fontos gyulladási szerepe 
van (Dai és mtsai., 2009). Ezek a jól ismert gyulladási citokinek mennyisége az autoimmun 
betegségeknél, mint az RA-nál és az SLE-nél, a páciensek szérumában gyakran 
megnövekszenek (Burska és mtsai., 2014). Genom szintű (GWAS) tanulmányokban (egész 
genomra kiterjedő asszociációs tanulmányban) leírták, hogy az U937 sejteknél LPS hatására 
több mint 300 gén íródik át az öt NF-κB család tagjai által (Schreiber és mtsai., 2006). Ezek a 
tanulmányok leginkább arra mutatnak rá, hogy az NF-κB transzkripciós faktor milyen 
szekvenciákhoz képes hozzákötődni, és így milyen fehérjék íródhatnak át, addig a mi 
mérésünknél bemutattuk a de novo fehérje szintézis dinamikáját az aktiváció időtartama alatt, 
mint ahogy bizonyos tanulmányban az U937 sejtekben a riporter luciferáz enzimet alkalmazták 
(Carlsen és mtsai., 2002; Badr és mtsai., 2009). Ezekkel az eredményekkel egyetértve, tovább 
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vizsgáltuk az U937-NF-κB sejtvonalat, és megállapítottuk, ha a sejtet LPS stimulus éri, akkor 
GFP-t fog termelni, idő-és dózisfüggésben. 
 Az első tanulmányunkban összehasonlítottuk az NF-κB transzlokációt, az 
immunglobulin izotípusok aktiváló tulajdonságait külön-külön, amelyet még mások nem 
vizsgáltak. Meglepődve tapasztaltuk, hogy a tesztelt izotípusok közül az IgG3 és az IgG4 
bizonyult erős aktivátor molekulának, gyulladási potenciállal. Míg az IgG1 hatása csak 
kismértékű volt, az IgG2, az IgA és az IgM nem aktiválta a sejteket (4.1.3 ábra). Meg kell 
jegyeznünk, hogy az FcγRI receptor nem köti az IgG2-t , és hogy az U937 sejtek a FcγRIIA 
receptornak az R131-es variánsát hordozzák, amelynek kicsi az affinitása az IgG2 felé nézve, 
ezért a mi mérésünk is ezt mutatta. Azonban korábban azt tapasztalták, hogy az IgG2-t 
tartalmazó immunkomplexek a FcγRI-hez kötnek, a gyenge FcγRI-IgG2 interakció ellenére 
(Lux és mtsai., 2013). A glikoziláltságban levő különbség lehet a magyarázata, hogy az IgG1-
nek bár kismértékű az aktivációs jele, mégis képes az IgG4-gyel kompetálni az FcγRI 
receptorért való kötődésben (4.1.4 ábra). Az IgG3 erősen aktivált a méréseink során, ami 
megegyezett a csoport korábbi méréseivel (Szittner és mtsai., 2013), ez az alosztály közvetítette 
a leghatásosabb effektor funkciókat. Más tanulmányokban azt tartják IgG4-ről (Armour és 
mtsai., 2014), hogy egy inert molekula, leginkább azért, mert a nehézláncainál szét tud esni két 
monovalens fél-ellenanyaggá, és más fél IgG4-gyel össze tud állni egy monovalens-
bispecifikus ellenanyag molekulává (Vidarsson és mtsai., 2014). A mi mérésünk is 
demonstrálja az ellenanyagok egymással történő kompetícióját az FcγRI receptor kötődéréért 
(4.1.4 ábra)  
 Az NF-κB jelátviteli út elindulhat az Fcγ receptorokon keresztül is, nemcsak a TLR4 
útvonalon át. A Fcγ keresztüli útvonalat monociták esetében írták le az FcγRI és a FcγRII 
esetében, ahol megállapították, hogy ez az útvonal más, mint a fagocitózis és a citoszkeleton 
átrendeződés jelátviteli útja (García-García és mtsai., 2001). Ez az eredmény azt sugallja, hogy 
az ellenanyagok affinitásának nem szükséges tükröznie a receptorok által kiváltott gyulladási 
választ. Az FcγRIIA a lipid tutajokhoz képes kapcsolódni valószínűleg az ITAM motívum 
foszforilációján keresztül, és így elindulhat a NF-κB jelátviteli pálya, de más pályán halad, mint 
a fagocitózisnál (García-García és mtsai., 2007). Más csoportok is foglalkoztak az U937 Fcγ 
receptoron keresztüli aktivációjával, azt találták, hogy az FcγRI és az FcγRIIA receptok, ha 
keresztkötik az ellenanyagok, akkor gyulladási citokineket és kemokineket termelnek, de az 
FcγRI nagyobb mértékben (Dai és mtsai., 2009). Ezeket az eredményeket együttvéve, azt 
találtuk, hogy az U937-NF-κB sejteket az anti-FcγRI jobban aktiválta, mint az anti-FcγRII.  
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 Az U937 sejtek nem expresszálják az IgM izotípust felismerő receptort, ezért nem is 
volt képes aktiválni az U937-NF-κB sejtek GFP termelődését, ebből kifolyólag kontrollként 
használtuk (4.1.2 ábra). Az IgA ellenanyagot felismerő receptort viszont expresszálnak a 
sejtek, de mégsem aktiválódtak az FcRI receptoron keresztül, viszont szinergisztikus 
kapcsolatot létesítettek az IgG receptorokkal. Az FcRI receptor inside-out jeláltvitelre képes 
citokinek, mint például a G-CSF és GM-CSF hatására, amikor ligand molekulát köt (Brandsma 
és mtsai., 2015). Megegyezve ezzel a tanulmánnyal, IgA-t immobilizálva IgG3-mal és IgG4-
gyel dózisfüggő módon növekedett az aktiváció mértéke, összehasonlítva amikor csak IgG3 
vagy IgG4 ellenanyaggal, IgA nélkül aktiváltuk a sejteket (4.1.5 ábra). Az IgG1-nek és az 
IgG2-nek az IgA-mal sem nőtt meg az aktiváló hatékonysága. Dai és mtsai azt találták, hogy 
mikor stimulálták az U937 sejteket, akkor azok G-CSF fehérjét termeltek (Dai és mtsai., 2009), 
amely indukálja a sejtek IgA-mediált fagocitózisát az FcRI receptoron keresztül (Weisbart és 
mtsai., 1988). Az eredményünk alapján talán elmondhatjuk, hogy az FcRI és az FcRI azáltal, 
hogy megkötik az IgG-t és az IgA-t, egymás hatását felerősítik, hiszen a mi mérésünkben 
megnőtt a GFP termelése. 
 Az U937-NF-B sejtekkel, végezetül, megnéztük, hogy különbséget tud-e tenni ez a 
sejtvonal az autoimmun (RA) betegek és a normál donorok széruma között (4.1.6 ábra). Ennek 
megállapítására egy VCP2 (Anzilotti és mtsai., 2007) elnevezésű citrullinált peptidet 
használtunk antigénként. A tanulmányban EDTA-t tartalmazó puffert alkalmaztunk, amely 
hatására a komplement rendszert gátoltuk, mivel, hogy működjön a rendszer, Ca2+ szükséges, 
az EDTA pedig egy kelátor, tehát magához köti a kétértékű kationokat. Ahogy azt vártuk, sem 
a ACPA-IgG-IgA-, sem a ACPA-IgG-IgA+ betegcsoport nem váltott ki sejtválaszt, így 
igazoltuk az előző kísérletünket, ahol látható, hogy önmagában az IgA nem váltott ki az U937- 
NF-B sejtekből GFP termelődést. Meglepő módon csak egy szérum váltott ki aktivációt a 
ACPA-IgG+IgA- csoportban, viszont a dupla pozitív, ACPA-IgG+IgA+ csoport esetében volt 
aktiváció, különböző mértékű, de szignifikánsan magasabb GFP termelődést mutatott. Ezek az 
eredmények ismét rámutatnak, hogy az IgA és az IgG által, a két receptoruk szinergizmust 
mutatnak, tehát felerősítik egymás gyulladási hatékonyságát. Az eredményünkkel megegyezve 
a patogenetikai szerepét írták le az IgA-nak RA-ban, súlyos tüneteket okozva (Svärd és mtsai., 
2008). 
 Az első tanulmányunkból látható, hogy a különböző ellenanyag izotípusok hogyan 
szabályozzákk a gyulladási folyamatokat, az Fc receptoroktól kezdődően, az NF-B 
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transzlokációján keresztül. Beleértve az IgG3 és az IgG4 szerepét, illetve az IgA és az IgG-k 
együttes hatását gyulladási folyamatokban. Igazoltuk a korábbi mérésünket, amelyben az FcRI 
gyulladási szerepét vizsgáltuk. Valamint bemutattuk az U937-NF-B diagnosztikai használatát, 
a VCP2 antigénen alapuló autoautototouto-antitestekkel. Minthogy ez a rendszer működött 
sejtvonallal, megnéztük primer neutrofil granulocitákkal a második tanulmányunkban. 
 Eddig úgy gondolták a neutrofil granulocitákról, hogy főleg, mint effektor sejt van jelen 
az immunrendszerben, ők alkotják az antibakteriális fő védelmi vonalát. Ám, nemcsak 
antibakteriális szerepük van, hanem az autoimmun betegségeknél betöltött szerepük is nagyon 
fontos, mint a szabályozás közvetítésénél, a gyulladási folyamatoknál és a szöveti károsodásnál 
is (Jönsson és mtsai., 2013; Mócsai, 2013). Amellett, hogy számos olyan veleszületett 
receptoruk van, amellyel fel tudják ismerni a mikrobákat, jelentős mértékben expresszálnak 
ellenanyagokat felismerő Fc receptort is, így az adaptív immunrendszert is a célhelyre irányítja. 
Az autoantitestek nemcsak a betegséget jelzik, hanem a szöveti homeosztázisban és a 
patológiában is fontos szerepet játszanak, ezért az ellenanyagok izotípusának a hatását 
vizsgáljuk a neutrofil sejtek ROS termelődésre és adherenciájára. 
 A neutrofil sejteket magában foglaló eredményeinkben az egészséges sejtek erős 
izotípus függőséget mutatott a ROS termelődésben. Míg az IgG1 csak gyenge hatást mutatott, 
addig az IgG4 erős aktivitást ért el. Viszont a sejt kikötődésben hasonló értéket jelzett erre a két 
antitest. Az IgG4 bár egy alacsony affinitású IgG alosztály az Fcγ receptorokra nézve, mégis 
hozzájárulhat a gyulladási folyamatokhoz (4.2.2 ábra). 
 A neutrofil sejtek nagyon alacsony mértékben, de expresszálják az FcγRI receptort, mint 
azt leírták egy a neutrofil sejtek extracelluláris molekuláitól induló jelátvitelekről  szóló cikkben 
(Futosi és mtsai., 2013), valamint egy áramlási citométerrel (Minar és mtsai., 2018), és egy 
biochip analízissel végzett cikkben (Hassan és mtsai., 2017). A mi mérésünkben, ahol tudni 
akartuk, hogy melyik receptor alosztály felelős a sejtaktivációért, mindhárom FcγR, szemben 
monoklonális ellenanyagot alkalmaztunk (4.2.1 ábra). Mivel a mérésünkben az FcγRI elleni 
antitest is aktivációt fejtett ki, ezért megerősíti azt a tényt, hogy valószínűleg a neutrofil 
granulociták sejtmembránján expresszálódik az FcγRI receptor. Bakke és mtsai is hasonló 
eredményre jutottak, amikor SLE-s és RA-s autoimmun betegek FcγRI kifejeződését 
vizsgálták, a fertőző betegekkel szemben, és a normál pácienseknél is tapasztalták a receptor 
expresszióját (Bakke és mtsai., 2001).  
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 Bár egy nagyságrenddel kisebb affinitással, de kötődik az IgG4 az FcγRIIA receptorhoz, 
amely konstitutívan expresszálódik a neutrofil sejteken (Bruhns és mtsai., 2009). A receptor 
keresztkötése után, intracellulárisan jelátvitel indul meg a Syk kinázon keresztül, és a PIP3 
kináz termelődésében, intracelluláris kalcium mobilizálásában valamint MAPK aktivációjában 
folytatódik. Ezért, az FcγRIIA felelős lehet a megfigyelt immobilizált IgG4 hatásában is. 
Nagymértékben kifejeződik az FcγRIIIB a neutrofil sejteken (4.2.1 ábra), de ez a receptor nem 
kötődik az IgG4 ellenanyaghoz, ezért szabályozhatja az IgG4 közvetített neutrofil sejtek 
aktivációját. 
 Ennek a tanulmánynak egy másik fontos üzenete, hogy az autoantitestek hatékonyan 
tudnak kötődni a neutrofil sejteket, feltételezhetőleg az Fc receptorokon keresztül, és a kiváltott 
aktiváció reaktív oxigéngyökök képzéséhez vezethet, valamint sejtadhézióhoz. Ez a 
mechanizmus hozzájárulhat az autoantitestek patológiás hatásaihoz, a neutrofil sejtek által 
mediált szöveti károsodáson és gyulladáson keresztül. Az eltérő izotípusú autoantitestek 
indukálhatják az FcR-en keresztüláramló neutrofil sejtek megkötését és a szétterülését. Az 
immun komplexek és a sejt kapcsolódása végül teljesen aktiválódnak a sejtek, amelynek 
hatására ROS képződik és gyulladási vegyületek fognak felszabadulni. A tanulmányunkkal egy 
olyan módszer kidolgozását javasoljuk, amelyben a páciens saját neutrofil sejtjeit használják 
fel az autoantitest mediált sejtes aktiváció és adherencia jellemzésére, amely hasonló az in vivo 
állapotokhoz. Kiemelném az FcR és ellenanyagok egyéni genetikai változatosságát, a 
receptorok expressziós szintjét és az autoantitestek koncentrációját, mint fontos vizsgálandó 
tényezőket. 
Bemutattunk egy sejt alapú technikát, amelyben együtt alkalmazzuk az antigént 
tartalmazó mikromátrix, és a kapilláris csatornákat hordozó mikrofluidikai rendszert, amelyen 
át tudjuk áramoltatni a szérumban található ellenanyagokat és a sejteket egy időben. A kapilláris 
erő hajtotta végig a folyamatot, külső behatás nélkül. Előnyös lehet a sejtek tisztítás nélküli 
feldolgozása, mert a dextrán/ficoll tisztítási technika során megnőhet a receptorok száma, mint 
ahogy azt már leírták (Watson és mtsai., 1992). Ezáltal a módszerünk olcsó, kevés anyagot 
igényel és alkalmas lehet a betegágy melletti sejtes laboratóriumi diagnosztika (Point-of-Care 




Doktori munkám során sejtes detektálással foglalkoztam, ezen belül a sejtaktivációt és 
sejt adhéziót vizsgáltam. Az immunkomplexek fontos szerepet töltenek be az antigén 
szervezetből történő eltávolításában. Az immunválasz során az ellenanyagok szabályozott 
izotípus váltása, glikozilációja és affinitás érése hatékony antigén felismerést és eltávolítást 
eredményez. A kóros szabályozás okozza az autoimmunitást kísérő gyulladási folyamatokat, 
amelyekért az immunglobulin-Fc receptor által közvetített sejtes folyamatok a felelősek. 
Egyrészt egy riporter sejtvonallal, a monocita eredetű U937-NF-B sejtekkel végeztük 
el a kísérleteket, amelyek azon a hipotézisen alapulnak, hogy az eltérő immunglobulinok 
különböző mértékben képesek aktiválni a nukleáris faktor-kappa B transzkripciós faktor 
jelátviteli útját és az általa közvetített sejtes választ. Ezeket a válaszokat módosítani tudja az 
immunkomplexek számos tulajdonsága, többek között az antigénhez kötődő különböző 
ellenanyag izotípusok milyen arányban vannak. A klinikumban használt immunesszékkel bár 
külön-külön végeznek méréseket az immunglobulin osztályokkal és alosztályokkal, de az 
antitestek kombinációjára és az ezáltal létrejövő biológiai hatásokra még nem fordítanak kellő 
figyelmet. 
Csoportunk létrehozott a szérumban található antigén-specifikus ellenanyagok 
detektálására és jellemzésére egy bioszenzort. Genetikailag módosítottuk az U937 sejtvonalat 
egy plazmiddal, amely NF-B-promóter által expresszálható GFP gént tartalmaz. Jellemeztük 
a létrehozott U937-NF-B sejtvonalat, meghatároztuk rajta az Fc receptorok expresszióját és 
az általuk adódó sejtválaszokat is, amelyeket szilárd fázisú ellenanyagokkal értünk el. Humán 
IgG3, IgG4 és IgG1 hatására elindult az NF-B szignál hatására a GFP termelődés míg, a 
tesztelt koncentrációjú IgG2 hatására ezt nem tapasztaltuk. Az IgA önmagában nem aktiválta a 
sejteket, viszont együtt alkalmazva az IgG3 és az IgG4-gyel szignifikánsan megnőtt a hatásuk. 
FcγR specifikus monoklonális ellenanyagokkal meghatároztuk, hogy mely Fc receptor felelős 
a sejtválasz létrejöttéért. Az FcγRI aktiválta a legjobban a sejtek NF-B szignálját, az FcγRII 
hatása nem érte el az FcγRI jelét, de aktiválta a sejteket, az FcγRIII receptornak pedig nem volt 
hatása. Megerősítettük az FcγRI-en keresztüli aktivációt kompetíciós teszttel is RA specifikus 
peptidekkel és RA szérumokkal létrehozott valódi immunkomplexszel is végeztünk 
kísérleteket. Megállapítottuk újra az IgA és az IgG közötti szinergisztikus kapcsolatot. Az 
eredményeink alapján elmondhatjuk, hogy jellemeztük az IgG alosztályokat és az IgA osztályt 
egy új kísérleti rendszerben, valamint hogy az U937-NF-B sejtvonal alkalmas az 
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immunkomplexek biológiai hatásának a megbecsülésére, illetve a sejtaktiváción túl, az 
autoimmun betegségek patogenezisébe is belepillanthatunk. 
Másrészről riporter sejtfestéket tartalmazó primer neutrofil sejtekkel is dolgoztunk. A 
neutrofil granulociták aktivációjának két fontos lépését vizsgáltuk: az FcR aktivációból eredő 
adhéziót, és a különböző immunglobulin izotípusok hatására bekövetkező reaktív 
oxigéngyökök termelődését. Az U937-NF-B kísérletekhez hasonlóan a négy IgG alosztállyal, 
valamint az IgA és a két alosztályával végeztünk méréseket. Dihidrorodamin fluoreszcensen 
festékkel detektáltuk a sejtes aktiváció során képződő reaktív oxigéngyökök mennyiségét. Az 
Fc receptorok által kiváltott adhéziót optikai bioszenzorral mértünk le és a sejtes kitapadást 
mikrofluidikai rendszerben is jellemeztük. Az Fc receptorokra specifikus monoklonális 
ellenanyagokkal csupán az FcγRI és az FcγRII receptor esetében láttunk aktivációt. Lupuszos 
betegek szérumával és egészséges donorokból származó neutrofil granulocitákkal ki tudtunk 
mutatni anti-DNS ellenanyagot. A neutrofil sejtek ROS termelődésére leginkább az IgG3, 
IgG4, IgA míg kisebb mértékben az IgG1 hatott. Az IgG2 hatása elhanyagolható volt. A 
neutrofil sejtek adherenciájára az IgA alosztályok erőteljesebb hatást váltottak ki, mint az IgG 
izotípusok. Az adhéziót a következő sorrendben váltották ki a vizsgált ellenanyagok: IgA1, 
IgA2, IgG3, IgG4, IgG1 és IgG2. Az általunk kifejlesztett mikrofluidikai rendszer alkalmas az 
SLE-re jellemző DNS-re specifikus antitestek kimutatására. 
A csoportunk egy olyan autonóm kapilláris rendszert készített, mellyel meghatározható 
a sejtkötésre képes antigén-specifikus ellenanyagok jelenléte. Eszközünkkel RA betegek 
szérumából citrullinált peptid antigén-specifikus ellenanyagokat mutattunk ki. Erős pozitív 
korrelációt találtunk a hagyományos fehérje chipes ellenanyag kimutatás és a mikrofluidikai 
rendszerben kikötődött sejtek száma között. A mikrofluidikai sejtes mérés sokkal 
érzékenyebbnek mutatkozott, mint a másodlagos ellenanyagot használó módszerek . 
Távolabbi cél, hogy olyan mikrofluidikai rendszert készítsünk amely egyszerre a donor 
neutrofil sejtjeit és szérumát is felhasználja, így igazán személyre szabottan tudnánk az 




During my PhD training, I worked out technologies of cellular antibody detection, and 
examined cell activation and cell adhesion induced by antibodies. Immune complexes are 
responsible for a significant part of the removal of antigens from the organism. During immune 
responses, antibody isotype switching, glycosylation and affinity maturation result in controlled 
antibody recognition and removal. Pathological regulation induces autoimmunity resulting in 
inflammation, for which partly the immune response mediated by immunoglobulin Fc receptor 
is responsible. 
First, we examined genetically modified reporter monocytoid cells modelling a cellular 
response, by measuring activation of the signalling pathway of nuclear factor-kappa B 
transcription factor triggered by different immunoglobulins. The various properties of immune-
complexes could modulate these responses, for example the ratio of the different antigen-bound 
antibody isotypes. In clinical laboratory immunoassays potential synergism of detected 
antibodies and their biological effects are not appreciated. 
Our team created a biosensor for detecting and characterising antigen specific antibodies 
in human serum. We genetically modified the U937 cells with an NF-B promoter driven GFP 
plasmid and characterized these U937-NF-B cells. We determined their Fc receptor expression 
and immune responses with immobilized antibodies. GFP production was induced by human 
IgG3, IgG4, IgG1. In the case of the IgG2, cells in the examined antibody concentration range 
were not activated. IgA did not activate the cells alone, but with IgG3 and IgG4 it enhanced 
their effect significantly. We determined with FcR specific monoclonal antibodies which Fc 
receptor was responsible for inducing cellular responses. The FcRI activated most efficiently 
the cells, FcRII did not reach the signal of FcRI, but also activated the cells. In the case of the 
FcRIII we did not measure any signal. We verified the activation of FcRI with a competition 
assay also. We investigated with a created immune complex consisted of RA specific peptide 
and RA sera. Based on our result we could say that we characterized the IgG and IgA antibodies 
in a new system, as well as the U937-NF-B cell line, which we found quite suitable for 
evaluating biological effect of immune-complexes, with these tools we could see into the 
pathogenesis of autoimmune disease. 
Secondly, we worked with neutrophil granulocytes isolated from blood and labelled 
with a fluorescent cellular probe. We investigated two important steps of neutrophils’ 
activation: adhesion due to FcR activation and the production of reactive oxygen species due to 
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different immunoglobulin isotype stimuli. We measured the four human IgG and the two IgA 
subclasses, as in the case of U937-NF-B. We detected the quantity of ROS production by 
dihydrorodamine fluorescence dye. We quantified the adhesion by Fc receptor with an optical 
biosensor and we characterized the cell binding in a microfluidic device. IgA, IgG3, IgG4 could 
induce the most ROS, IgG1 gave smaller fluorescence intensity and IgG2 had no activating 
effect. We saw activation with FcRI and FcRII when we used Fc receptor specific monoclonal 
antibody. We detected anti-DNA antibody in lupus sera using heathy donors’ neutrophils. As 
measureed by the optical biosensor, the IgA and its subclasses were the most efficiently bound 
to the cell surface compared to the IgG subclasses. The order of the adhesion strengths was as 
follows: IgA, IgA1, IgA2, IgG3, IgG4, IgG1 and IgG2. We developed a microfluidic device 
which is suitable for the detection of DNA specific antibody.  
Our group prepared an autonomous microfluidic system, which is capable of detecting antigen 
specific antibody. With our device, we detected anti–citrullinated protein antibodies from RA 
patients’ sera. In the adherent cell numbers, we found strong correlation between results 
obtained by the protein microarray and by the microfluidic system. The microfluidic cellular 
measurement was more sensitive than the secondary antibody-based method. 
Our future goal is to prepare microfluidic systems, which uses simultaneously the neutrophil 
granulocytes and the serum of the same examined individual thus we could characterize the 
cellular effects of specific immune responses for each person and thereby we could better 
characterize the specific pathological condition. 
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8. Új tudományos eredmények 
 Egy genetikailag módosított emberi monocitoid sejt segítségével kimutattuk, hogy az 
eltérő IgG alosztályok az FcRI és FcRII közvetítésével, az NF-B transzkripciós 
faktoron keresztül fejtik ki különböző mértékű sejtaktiváló hatásukat. Primer emberi 
neutrofil granulocitákon hasonló eltéréseket mutattunk ki az alosztályok által kiváltott, 
FcRI és FcRII közvetítésével létrejövő szabad gyökök termelődésében. 
 Genetikailag módosított emberi monocitoid sejtben kimutattuk az IgG és az IgA 
molekulák szinergisztikus hatását az NF-B transzkripciós faktor aktivációjának 
szintjén, közvetlenül a szilárd fázis kötött, valamint antigénhez kötődő ellenanyagok 
segítségével is. 
 Genetikailag módosított NF-B riporter monocitoid sejtek, illetve kémiailag módosított 
szabad gyököket jelző neutrofil granulociták is képesek autoantitestek kimutatására, a 
szilárd fázishoz kötött antigéneket a vizsgálandó szérummal, majd a sejtekkel kezelve. 
 Optikai bioszenzor készülékkel meghatároztuk IgA és IgG alosztályok neutrofil 
granulociták kikötődését kiváltó relatív hatásait. 
 Antigénspecifikus antitestek neutrofil granulocitákkal történő kimutatására alkalmas 
mikrofluidikai rendszert dolgoztunk ki és jellemeztünk  
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